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RESUMO

Fundamentos: O envelhecimento da pele € acompanhado pela degradacdo do
colageno e das fibras elasticas, proteinas responsaveis pela resisténcia a tracéo e
elasticidade da pele. A diminuicdo delas resulta em aumento da flacidez e
enrugamento da pele. Alternativas minimamente invasivas como os bioestimuladores
tem se destacado como forma de se retardar os efeitos do envelhecimento. A
polidioxanona em pd, surge nesse cenario como uma alternativa eficaz e segura. Sua
capacidade de induzir a producdo de colageno numa cultura de fibroblastos humanos
foi comparada a do &cido poli-L-lactico (PLLA). Objetivos: Verificar, in vitro, a
capacidade de um pdé de polidioxanona induzir a produgdo de colageno em uma
cultura de fibroblastos humanos e comparar os resultados com a indugcéo promovida
pelo p6 de PLLA. Materiais e Métodos: O estudo avaliou em cultura aderente de
fibroblastos humanos a linhagem celular CCD-1072Sk (ATCC CRL-2088) fornecida
pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), se a adicao de dois bioestimuladores
ao meio de cultura - o Acido poli-L-lactico-PLLA (Rennova® elleva) e a polidioxanona-
PDO em p6 (UltraCol — Ultra-V® Medical) estimularia um aumento na producéo de
colageno pelos fibroblastos. Resultados: Os resultados mostraram um aumento
significativo na producéo de colageno do momento 24h para o 48h nos quatro grupos
analisados (C(S), PLLA(S), PDO(S) e PDO(S)*. Entretanto, ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os grupos que receberam bioestimulador (PDO ou
PLLA) e os grupos controle. Concluséo: Segundo os resultados que encontramos
nenhum dos bioestimuladores influenciou positivamente a producdo de colageno.

Palavras-chave: Colageno. Envelhecimento. Fibroblastos. PLLA. Polidioxanona.



ABSTRACT

Backgrounds: Skin aging is accompanied by the degradation of collagen and elastic
fibers, proteins responsible for the skin's tensile strength and elasticity. Their decrease
results in increased sagging and wrinkling of the skin. Minimally invasive alternatives
such as biostimulators have stood out as a way to delay the effects of aging.
Polydioxanone powder appears in this scenario as an effective and safe alternative.
Its ability to induce collagen production in a human fibroblast culture has been
compared to that of poly-L-lactic acid (PLLA). Objectives: To verify, in vitro, the ability
of a polydioxanone powder to induce collagen production in a culture of human
fibroblasts and to compare the results with the induction promoted by the PLLA
powder. Materials and Methods: The study evaluated in adherent culture of human
fibroblasts the cell line CCD-1072Sk (ATCC CRL-2088) provided by the Cell Bank of
Rio de Janeiro (BCRJ), if the addition of two biostimulators to the culture medium - the
Poly-L-lactic acid-PLLA (Rennova® elleva) and powdered polydioxanone-PDO
(UltraCol — Ultra-V® Medical) would stimulate an increase in collagen production by
fibroblasts. Results: The results showed a significant increase in collagen production
from 24h to 48h in the four groups analyzed (C(S), PLLA(S), PDO(S) and PDO(S)*.
However, no differences were found significant differences between the groups that
received a biostimulator (PDO or PLLA) and the control groups. Conclusion:
According to the results we found, none of the biostimulators positively influenced
collagen production.

Keywords: Collagen. Aging. Fibroblasts. PLLA. Polydioxanone.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento da pele ocorre devido a diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos. Com o0 aumento da expectativa de vida, cresceu o interesse por encontrar
formas de retardar os efeitos do envelhecimento na pele. WONG & CHEW (2021)
definiram o envelhecimento da pele como uma sobreposicdo de fenotipos benignos
indicativos de alteracdes histolégicas e morfolégicas continuas e inevitaveis,
causadas por fatores intrinsecos, como as influéncias genéticas e cronolégicas, e por
fatores extrinsecos, como as influéncias ambientais. Ainda dividiram os fatores de
risco para o envelhecimento da pele em ndo modificaveis, que estdo associados ao
envelhecimento cutaneo intrinseco e ndo podem ser alterados, como idade e sexo, e
em modificaveis, que influenciam o envelhecimento cutaneo extrinseco, como o
tabagismo e a exposicao ao sol, que podem ser alterados por meio de intervencoes e
mudancas no estilo de vida. Estes autores relataram também que o envelhecimento
da pele é acompanhado pela degradacao do colageno e das fibras elasticas na derme,
afinamento da epiderme, comprometimento da funcdo dos fibroblastos entre outras
alteracdes e que essas mudancas prejudicam a integridade cuténea, a cicatrizagao

de feridas, a funcéo sensorial e imunolégica.

Diferentes procedimentos sdo adotados no sentido de controlar a aparéncia
envelhecida. Estes permeiam desde processos invasivos, como as cirurgias plasticas,
até os minimamente invasivos, como a aplicacdo de implantes artificiais como a
hidroxiapatita de célcio, a policaprolactona, o acido poli-L-lactico na hipoderme para
promover estimulo a formacéo de colageno. No entanto, os procedimentos cirdrgicos
nem sempre sao a opcao mais viavel para a correcdo estética de uma aparéncia
envelhecida. Isto ocorre devido ao tempo requerido no procedimento e na
recuperacao pos-operatéria, a necessidade de internacéo hospitalar e anestesia geral,
ao alto custo, aos riscos envolvidos e a imprevisibilidade dos resultados. Tais fatores
tem favorecido a escolha de procedimentos minimamente invasivos. A toxina
botulinica, os volumizadores, os implantes com fios reabsorviveis ou ndo, o ozénio,
os agregados plaquetarios, a fotobioestimulacdo, os bioestimuladores de colageno,
dentre outros, tém representado uma crescente parcela de procedimentos com a
finalidade de controlar os sinais do envelhecimento. (MOON et al. 2021; CHAUDHARY
et al. 2020; RAMOS-E-SILVA; DA SILVA CARNEIRO, 2007)
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Estas terapias minimamente invasivas sao conduzidas em ambiente
ambulatorial, com anestesia local se necessario, ndo envolvem internacao hospitalar,
admitem tempo de procedimento e de recuperacao relativamente curtos, Sdo seguros,

menos onerosos e tém maior previsibilidade em sua conducao. (BEYLOT, 2019)

Entre as alternativas minimamente invasivas para se tentar retardar e minimizar
os efeitos do envelhecimento da pele esta o uso dos bioestimuladores de colageno
como a hidroxiapatita de calcio, o acido poli-L-lactico (PLLA) e os fios de polidioxanona
(PDO). Estes estimulam a proliferacdo de fibroblastos na derme que irdo se
encarregar da sintese de proteinas da matriz extracelular. A hidroxiapatita de calcio e
0 PLLA sao apresentados em forma de um pd que é misturado a um veiculo para
administracdo enquanto a PDO sé esta disponivel no mercado até o momento na
forma de fios, podendo ser lisos (mono, bi ou multiflamentar) em forma de espiral
(mono e bifilamentar), formato de rede (fio Matrix®) ou farpados. Dentre estes
procedimentos, a implantacdo dérmica de bioestimuladores de dultima geracdo
parecem capazes de induzir a neocolagénese e tem tido grande aceitacao e procura
nos ultimos anos. (de MELO el al. 2017) Pelas suas caracteristicas de bioestimulacéo
podem ser indicados na prevencao do aspecto envelhecido da derme, para promover
a formacao de colageno, para a reestruturacéo dos pilares e contornos da face, para

reduzir a flacidez tecidual e para diminuir as cicatrizes.

Cerca de 48 implantes bioestimuladores foram aprovados pela FDA e aqueles
compostos por hidroxiapatita de calcio, poliamida, &cido poli latico (PLLA) e
policaprolactona (PCL) séo frequentemente empregados com esta finalidade. (LIN;
LIN 2021; CHRISTEN; VERCESI, 2020; de MELO et al. 2020; de ALMEIDA et al. 2019;
Kimd 2019)

Atualmente, os implantes de polidioxanona (PDO) também tem sido estudados
guanto a sua eficacia e seguranca, demonstrando ser um material viavel como indutor
de colageno em estudos com animais. MARTINS et al. (2020). HA et al. (2021), em
estudo desenvolvido em animais que visava identificar as alteracdes histoldgicas e os
mecanismos de absorcéo de fios de PDO e policaprolactona (PCL), concluiram que o
fio de PDO estimula a proliferacdo de fibroblastos através do sistema de sinalizacdo
TGF-B. O estudo sugere que a transducgao de sinal TGF-B leva a proliferacdo de
fibroblastos, que estimula a formacéo de colageno e a remodelacéo do tecido, e que

uma maior area de superficie entre o fio e o tecido induz uma maior resposta tecidual,
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resultando em um aumento nas células inflamatérias, miofibroblastos e fibroblastos,
fazendo com que o efeito de remodelacé&o e rearranjo dos tecidos seja muito variavel

e dependente da forma do fio.

Como bioestimulador em po6, os compostos por PDO apresentam qualidade
compativel ao de PLLA e PCL na resposta inflamatdria e propriedade de formar
colageno. (KWON, 2019)

Um sistema confiavel para avaliar a tendéncia a formacao de colageno induzida
por bioestimuladores pode ser conduzida através dos protocolos preconizados em
cultura celular. Esta evoca técnicas que simulam as condi¢des naturais, e envolve a
distribuicdo e isolamento de células especificas a uma atividade fisioldégica, com o
objetivo de compreender os processos bioquimicos envolvidos nesta finalidade. Por
se proliferarem rapidamente, a cultura de fibroblastos pode definir um indicativo
apropriado para se considerar a formagéo de colageno tecidual mediante a insercao
de variaveis de estudo, uma vez que admite perceber qual é a tendéncia fisiologica

destas células em resposta aos diferentes estimulos.

Embora esta seja uma proposta importante para investigar a possibilidade de
colagénese na pele mediante o estimulo por bioestimuladores, na literatura
pesquisada, ndo se encontraram estudos visando comparar a colagénese promovida
por bioestimuladores em pd compostos por PDO ou PLLA através de culturas de
fibroblastos. Portanto, a proposta do presente estudo serd verificar, in vitro, a
capacidade de um pdé de polidioxanona induzir a produgdo de colageno em uma

cultura de fibroblastos humanos.

2 JUSTIFICATIVA

Os fibroblastos s&o células encontradas na derme e sdo responsaveis pela
producédo de colageno e elastina, que séo as principais fibras da matriz extracelular.
O colageno é responsavel pela resisténcia a tragdo da pele e a elastina proporciona
elasticidade a pele. A diminuicdo de ambas proteinas, com o avancar da idade, resulta
em aumento da flacidez e enrugamento da pele. Assim, a neoformacao de coladgeno
e elastina pode promover efeito rejuvenescedor na pele envelhecida. Ja esta bem

documentado o efeito bioestimulador na pele através do estimulo da producédo de
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colageno por produtos como a hidroxiapatita de calcio, a policaprolactona e o acido
poli-L-latico. A polidioxanona também pode promover neoformacdo de colageno
guando utilizada sob a forma de fio de implantacao intradérmica, uma apresentacao
diferente das demais substancias. A utilizacdo da polidioxanona em pg@, entretanto,
representara uma alternativa eficaz e segura dentre os produtos ja utilizados como

alternativa minimamente invasiva para o rejuvenescimento facial.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Verificar se polidioxanona em pd é capaz de induzir a producdo de colageno

em uma cultura de fibroblastos humanos.

3.2 Especifico

Comparar a inducdo da producdo de coldgeno produzida pela polidioxanona
em po e pelo PLLA.

4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 PLLA

Carey, et al. (2007) e Carey, et al. (2009) concluiram em estudos randomizados
multicéntricos e open-label em pacientes apresentando lipoatrofia facial submetidos
ao tratamento com PLLA, que aumentos clinicamente modestos avaliados
objetivamente no volume facial e na espessura dos tecidos moles foram sustentados
por 48 semanas nos planos de injecdo e que em contraste os beneficios percebidos
pelo paciente foram significativos em termos de melhora estética e aumento do bem-

estar, funcionamento social e qualidade de vida.
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Courderot-Masuyer, et al. (2012) com o objetivo de avaliar as diferencas de
comportamento funcional de fibroblastos humanos de rugas e fibroblastos
envelhecidos de pele humana normal, investigaram em cultura de fibroblastos de
linhagens celulares estabelecidas a partir de duas amostras de pele diferentes de
cada uma de trés plasticas femininas (uma de dentro de uma ruga facial e outra de
pele envelhecida normal) o potencial do PLLA para compensar a reducao da atividade
metabodlica, restaurar a capacidade de migracao e inibir a producédo de lactato nos
fibroblastos das rugas e nos fibroblastos de pele normal envelhecida. Os autores
obsevaram que O PLLA aumentou a sintese de colageno |, restaurou a capacidade
de migracao e tendeu a diminuir a producdo de lactato nos fibroblastos das rugas,
enguanto somente estimulou a proliferacdo nos fibroblastos de pele envelhecida e
tendeu a melhorar sua migracdo e concluiram que seus resultados sugerem que o
PLLA de Sculptra® agiu como um estimulo para a producdo de colageno nos
fibroblastos das rugas e que € adequado para corrigir depressdes cutaneas, como as

rugas.

Segundo Fitzgerald et al., (2018) o PLLA é um polimero sintético biocompativel
e biodegradavel que é degradado com seguranca ao longo da mesma via metabdlica
do acido latico. Quando usado como um implante injetavel para volumizacdo de
tecidos moles, o PLLA é fornecido como um po liofilizado que inclui microparticulas
de PLLA, carboximetilcelulose e manitol ndo pirogénico, que deve ser reconstituido
com &gua estéril e apdés tempo de hidratacdo adequado ser injetada na area
apropriada. As microparticulas de PLLA que medem entre 40 e 63 um de diametro e
sao capazes de estimular uma inflamacao subclinica no hospedeiro, que por sua vez

promove a sintese de colageno.

Kim2 et al. (2019) concluiram em um trabalho cujo objetivo foi avaliar o efeito
do PLLA (Sculptra®; Sanofi Aventis, Paris, Franca) na sintese de coldgeno e as vias
de sinalizacao relacionadas, em cultura de fibroblastos dérmicos da linhagem celular
Hs68, que o PLLA atua diretamente nos fibroblastos dérmicos levando a um aumento
significativo na expressao do gene do colageno tipo | e na sintese de proteinas. Os
autores utilizaram 5mL de 4gua estéril que foram adicionados ao p6 seco de Sculptra®
e finalmente ajustados para concentracdo de 0,1% no meio de cultura e ainda
ressaltaram que seus resultados forneceram a primeira evidéncia de que o PLLA

estimula diretamente os fibroblastos dérmicos para aumentar a sintese de colageno
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através da ativacao das vias de sinalizacdo P38, Akt e JNK, influenciando macréfagos
adjacentes, que poderiam servir como um gatilho tardio da sintese de colageno ou

uma limitagao da condi¢éo in vitro.

Baumann et al. (2020), em estudo para avaliar e validar o uso imediato apés a
reconstituicdo do PLLA, concluiram que o produto pode ser utilizado logo apds sua
reconstituicado e que a agitacao vigorosa por um minuto dissolve 0s seus excipientes
adequadamente. Os autores ainda ressaltaram a viabilidade de se adicionar

opcionalmente o cloridrato de lidocaina.

Ray & Ta, (2020) investigaram se nanoparticulas de PLLA eram capazes de
induzir o mesmo efeito de sintese de colageno que microparticulas de Sculptra® in
vitro em cultura de fibroblastos e observaram que as nanoparticulas de PLLA nédo
estimulam a producdo de coldgeno em monocultura de fibroblastos, mas que esse
objetivo pode ser alcangado usando uma co-cultura de macrofagos/fibroblastos em
uma concentragao de cerca de 100 uyg/mL de PLLA testada in vitro. Os autores
creditaram a producdo de colageno observada na co-cultura de
macrofagos/fibroblastos a uma reacéo de corpo estranho em que macrofagos do meio
ingeriram particulas de PLLA o que desencadeou a produgao de uma citocina (TGF)

gue estimulou a producéo de coldgeno pelos fibroblastos.

Palm et al. (2021), ap6s um estudo randomizado com 80 individuos onde
avaliaram o PLLA para corregcdo de sulcos nasolabias apos alteracbes nos
procedimentos de reconstituicdo e injecdo, que o Sculptra Aesthetic® reconstituido
com 8 mL de agua estéril para injecdo + 1 mL de lidocaina a 2% injetado em regides
subdérmicas imediatamente apds a reconstituicdo, demonstrou um efeito de
tratamento, alta satisfacdo e melhora estética comparavel ao do grupo controle na
reducdo da gravidade das rugas do sulco nasolabial na semana 48 e que 0 novo
procedimento de reconstituicdo e injecdo foram associados a um perfil de seguranca

satisfatorio.

4.2 Polidioxanona

Kimura, et al. (2003), em estudo randomizado com coelhos onde avaliaram a

influéncia dos locais de implantagcéo e dos diametros dos fios na taxa de degradacgao
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de fios de polidioxanona absorviveis, e demonstraram que os locais de implantacao e
o diametro afetam significativamente a taxa de degradacéo de fios de polidioxanona.
Especificamente, que os fios de polidioxanona implantados no tecido intramedular se
deterioram mais rapidamente do que aqueles implantados no subcutaneo e intra-
articulares e ainda além disso, que as fibras finas deterioraram-se mais rapidamente

do que as fibras grossas.

Amuso et al. (2015) relatam que a bioestimulagé@o € um tratamento que consiste
na infiltracdo na derme de uma substancia capaz de favorecer a producao de novo
coladgeno e tecido conjuntivo. Os objetivos do procedimento sao melhorar a
elasticidade e o turgor do tecido cutaneo, aumentar a firmeza da pele.

Amuso et al. (2015) apés realizarem em cinco pacientes um tratamento de
bioestimulacao com fios de PDO absorvivel, tipo basico, avaliaram as biépsias da pele
gue foram realizadas pré-tratamento, aos 6 meses, 1 ano e 18 meses apdés o0
tratamento e demonstraram, por exame histolégico, que a bioestimulacdo com fios de
PDO durante os primeiros 12 meses poés-tratamento determinou uma neocolagénese
e fibrinogénese que nao foi induzida por transducdo mecanica. O novo colageno
sintetizado foi sobretudo inespecifico e predominantemente do tipo | e que, quando a
absorcao dos fios foi completada, o efeito de estimulagdo também cessou, e aos 18
meses 0s autores observaram uma recuperagao total com um leve aumento do

colageno fibroso tipo I.

Ko et al. (2016) avaliaram a eficacia e seguranca de uma rede de fios de PDO
em forma de stent na pele animal e humana, testando a insergéo desses fios de PDO
em modelos de ratos, mini-porcos e em humanos para corre¢cdo de ritides, e
identificaram nova sintese de coldgeno no exame histolégico de ratos e mini-porcos;
demostraram que esses efeitos foram sustentados por 12 semanas apos a insercao
sendo o novo colageno tipo Il e tipo I, encontrados nédo apenas em torno da rede de
fios em forma de stent, mas também no préprio centro dela. Esses resultados,
segundo os autores, demonstraram que a rede de fios de PDO em forma de stent
pode facilitar a producéo de coldgeno dentro e fora dela por pelo menos 12 semanas,

e gue sdo uma opcéo eficaz para a correcdo de rugas na testa.

KimP et al. (2017) em um estudo piloto onde avaliaram as alteragdes
histologicas e moleculares induzidas por fio absorvivel para lifting facial farpado em

modelo animal, implantaram na pele dorsal de 12 porquinhos-da-india Hartley adultos
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fragmentos de fio monofilamentar de polidioxanona farpada monodirecional calibre
USP 1-0 a 2-0, e os seus resultados forneceram evidéncias histologicas e analises
moleculares quantitativas que suportam os efeitos benéficos do lifting com fios.
Também foi observado que a sintese de colageno induzida pelos fios absorviveis
sintéticos perdurou durante todo o periodo do estudo de 7 meses, e que 0s niveis de
colageno tipo 1 foram correlacionados com niveis aumentados de sinalizacdo de TGF-
B.

Yoon et al. (2019) com o objetivo de determinar as causas das alteracdes nos
tecidos, respostas fisioldgicas e os resultados positivos apos a injecéo de fios de PDO,
realizaram um experimento em que inseriram na pele dorsal de quatro de porcos
pigmeus da variedade White Yucatan (3 meses de idade) na camada subcutanea
paralelamente a pele em intervalos de 1cm, fios de PDO nao farpados USP 4-0 de
9cm em uma agulha de 25G. Os autores removeram a pele e o tecido subcutaneo dos
locais de insergdo dos fios ap0s 4 semanas, 12 semanas, 24 semanas e 48 semanas,
prepararam e realizaram a analise histolégica das amostras. Entre outros achados os
autores identificaram que a proliferacdo de fibroblastos ocorre entre 0 e 24 semanas
e a relacionaram a um efeito de producao de colageno que podera durar mais de 48
semanas. ldentificaram também um tecido conjuntivo fibroso recentemente
desenvolvido e sua fusdo com tecido conjuntivo fibroso existente, contracéo do tecido
pela atividade dos miofibroblastos, aumento do tamanho do vaso capilar e reducéo da

camada de gordura pela desnaturacao das células de gordura.

Kime¢ et al. (2019) compararam a resposta tecidual do acido poli-L-latico (PLLA)
com o da polidioxanona (PDO) em p6 para avaliar se a polidioxanona poderia ser
eficaz como estimulador de colageno mesmo em pod, o que permitiria que ela fosse
usada na forma injetavel substituinte ao PLLA, e observaram que as injec6es de PLLA
e PDO em po6 induziram reacf8es granulomatosas e mostraram aumento de TGF- e
do colageno tipo I e Il 2 semanas apos a injecdo, mas que diminuiram 12 semanas
apos a injecdo para ambos os produtos. Os autores relataram que os resultados do
seu estudo sugeriram que o PDO em pé afeta o aumento do colageno da mesma
forma que o PLLA mostrando ser uma boa opcdo para formacdo de colageno.

Entretanto ndo investigaram qual tipo de colageno foi formado.

Kwon, 2019 demonstrou que como bioestimulador em p06, os compostos por

PDO apresentam qualidade compativel ao de PLLA e PCL na resposta inflamatoéria e
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propriedade de formar colageno e que no entanto, que este material apresenta melhor
biodegradabilidade e uma substancial diminuicdo de aspereza na superficie da pele,

guando aplicado em animais submetidos ao foto envelhecimento.

Martins, at al. (2020), relatam que a polidioxanona (PDO) é um poliéster incolor
sintético e absorvivel que foi fabricado pela primeira vez no inicio da década de 1980.
Que é um polimero considerado ndo antigénico e nao pirogénico e induz uma reacao
tecidual minima durante a sua absor¢céo apds a implantacdo e que a polidioxanona €
degradada por hidrélise sendo completamente metabolizada no organismo. Devido a
sua duracdo de absorcéo relativamente prolongada e natureza sintética, a PDO é
amplamente utilizada em dispositivos médicos para serem implantados onde um

material absorvivel é desejavel.

Khan et al. (2021) avaliaram, em um estudo comparativo prospectivo de centro
unico randomizado com 30 pacientes, realizado de junho de 2019 a fevereiro 2020, o
efeito de dois tipos de fios cog (Nfix®, Ncog®, N-finders Co., Ltda.) Ncog® sozinho e
Ncog® e Nfix® combinados, no rejuvenescimento e textura da pele, para estimar o
efeito do lifting de fios de PDO. Seus resultados revelaram que os fios de PDO foram
eficazes no rejuvenescimento da pele envelhecida, retracdo de tecidos moles e
sustentacdo apresentando menos complicacdes e que a combinacdo de Ncog® e
Nfix® mostrou resultados ligeiramente melhores do que Ncog® sozinho.

5 METODOLOGIA

O presente estudo avaliou em cultura aderente de fibroblastos humanos, da
linhagem celular CCD-1072Sk (ATCC CRL-2088) obtida do banco de células do Rio
de Janeiro, se dois bioestimuladores em pd compostos por polidioxanona -PDO
(UltraCol — Ultra-V® Medical) e por acido poli-L-latico — PLLA (Rennova® elleva)
estimulariam um aumento na producdo de colageno pelos fibroblastos, quando

adicionados ao meio de cultura.
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5.1 Célculo amostral

O calculo amostral foi realizado baseando-se em um nivel de significancia alfa
de 5% (0,05) e um beta de de 20% (0,20) para atingir um poder de teste de 80% para
detectar uma diferenca minima de 4 com desvio padrédo de 2,94 para o colageno
(ug/milhdes de células) segundo COURDEROT-MASUYER et al. 2012. Desta forma,

o célculo amostral resultou que houve necessidade de 10 amostras.

5.2 Identificacéo da linhagem celular

Foi utilizada no experimento a linhagem celular CCD-1072Sk (ATCC CRL-
2088) fornecida pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) cujo codigo BCRJ é
0062. A linhagem de fibroblastos normais da pele humana foi estabelecida a partir da
pele de prepucio de um recém-nascido do sexo masculino cujo perfil de DNA é
Amelogenina: X, Y CSF1PO: 10,11 D13S317: 12,14 D16S539: 12,13 D5S818: 10,13
D7S820: 8,11 THO1: 7 TPOX: 6,10 vWA: 15,19. O tipo de cultura utilizado foi em
monocamada aderente, sendo que as células senesciam apés pelo menos 35

duplicacdes populacionais.

5.3 Meio de cultura

As células foram cultivadas em frascos de 25cm? utilizando o meio Iscove's
Modified Dulbecco's Medium (IMDM) constituido por 4 mM de L-glutamina, 4500 mg/L
de glicose e 1500 mg/L de bicarbonato de sodio e soro fetal bovino para uma
concentracéao final de 10%. Também foi utilizado 50uL de penicilina-estreptomicina
para cada 50mL de meio de cultura. As células foram incubadas em atmosfera e
temperatura adequadas — umidade do ar a 95%; dioxido de carbono (CO2) a 5% e

temperatura a 37 °C.
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5.4 Preparo inicial da amostra

O frasco de cultura, quando recebido do BCRJ com a mostra da linhagem
celular que foi utilizada no experimento foi de imediato submetido a tripsinizagéo. O
meio de cultura foi removido e descartado do frasco e a camada de células foi
enxaguada rapidamente com Tampao Fosfato Salino (PBS) sem célcio e magnésio
para remover todos 0s vestigios de soro, que contém inibidor de tripsina. Foi
adicionado entédo 2,0 a 3,0 mL de solucéo de Tripsina-EDTA ao frasco e as células
foram observadas em um microscopio invertido até que a camada de células estivesse

dispersa (geralmente em 5 a 15 minutos)Z.

2NOTA:Para evitar aglomeragio, ndo agitar as células batendo ou sacudindo o frasco enquanto se
espera que as células se desprendam. As células que sao dificeis de separar podem ser colocadas a

37 °C para facilitar a dispers&o.”

Entéo foram adicionados 6,0 a 8,0 mL de meio de cultura completo ao frasco e
aspiradas as células, pipetando suavemente e adicionando aliquotas apropriadas da
suspensao de células para novos recipientes de cultura na propor¢éo de 1:3 ou 1:4.
A cultura foi incubada entédo em atmosfera e temperatura adequadas — umidade do ar
a 95%; diéxido de carbono (CO?) a 5% e temperatura a 37 "C3.

3*NOTA: E importante evitar a alcalinidade excessiva do meio durante a recuperacdo das células.
Sugere-se que, antes da adicdo do contetdo do frasco, o recipiente de cultura contendo o meio de
crescimento seja colocado na incubadora por pelo menos 15 minutos para permitir que o meio atinja

seu pH normal (7,0 a 7,6).”

5.5 Subcultura

O meio de cultura foi removido e descartado do frasco e a camada de células
foi enxaguada rapidamente com Tampao Fosfato Salino (PBS) sem célcio e magnésio
para remover todos os vestigios de soro, que contém inibidor de tripsina. Foi

adicionado entédo 2,0 a 3,0 mL de solucédo de Tripsina-EDTA ao frasco e as células
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foram observadas em um microscopio invertido até que a camada de células estivesse

dispersa (geralmente em 5 a 15 minutos).

Entdo foram adicionados 6,0 a 8,0 mL de meio de cultura completo ao frasco e
aspiradas as células, pipetando suavemente e adicionando aliquotas apropriadas da
suspensao de células para novos recipientes de cultura na proporcédo de 1:3 ou 1:4.
A cultura foi incubada entdo em atmosfera e temperatura adequadas — umidade do ar
a 95%; dioxido de carbono (CO?) a 5% e temperatura a 37 "C. O meio de cultura foi
substituido sempre a cada trés dias, e a subcultura realizada sempre que os frascos

atingiam confluéncia.

5.6 Criopreservacao

ApoOs a expansao da linhagem celular recebida do BCRJ, algumas amostras da

linhagem foram crio preservadas para posterior utilizagao.

Foi realizada a tripsinizacao (tripsina/EDTA 0,25%) das amostras a serem
criopreservadas e a inativacao da tripsina com meio de cultura e a transferéncia das
células para o tubo conico de polipropileno estéril tipo Falcon. O conteudo foi
centrifugado a 500 xg por 5 minutos a 25 °C, o sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em meio de cultura completo (10% de Soro Bovino Fetal - SBF

+ 1% de penicilina/estreptomicina).

Foi realizada a coloragdo com azul de Tripan e contagem em camara de

Neubauer para avaliar a viabilidade celular.

Apbs 24 horas os criotubos foram transferidos para um container de nitrogénio,

onde os criotubos foram mantidos imersos no nitrogénio®.

4“NOTA: Se a cultura apresentar = 90% de células viaveis, seguir o procedimento de congelamento
transferindo a suspenséo celular para um tubo criogénico com 95% FBS + 5% DMSO (Dimetilsulféxido).
Transferir esses crio tubos para o congelador (-20 °C), onde deverdo permanecer por 20 a 30 minutos,

sendo em seguida transferidos para o freezer -80 "C.”
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5.7 Experimento

Foram utilizadas oito placas de cultura de 12 pocos para a cultura das amostras
de fibroblastos que foram utilizadas no experimento. Para a analise estatistica dos
resultados foram formados quatro grupos, C(S) (grupo controle negativo), PLLA(S)
(grupo controle positivo com 0,033mg de PLLA), PDO(S) (grupo teste com 0,1mg de
PDO) e PDO(S)# (grupo teste com 0,033mg de PDO), sendo cada grupo constituido
por uma placa de 12 pocos de cultura. Quatro placas foram identificadas como “Placas
A” (que tiveram seu resultado analisado através do teste de ELISA ap6s um periodo
de 24 horas de incubacdo da cultura na presenca dos bioestimuladores) e quatro
placas foram identificadas como “Placas B” (que tiveram seu resultado analisado
através do teste de ELISA apos um periodo de 48 horas de incubacgéo da cultura na

presenca dos bioestimuladores).

Para o plaqueamento das amostras que foram utilizadas no experimento, o
meio de cultura foi removido e descartado dos frascos de cultura e a camada de
células foi enxaguada rapidamente com Tampéao Fosfato Salino (PBS) sem calcio e
magnésio para remover todos os vestigios de soro que continha inibidor de tripsina.
Foram adicionados 2,0 a 3,0 mL de solucdo de Tripsina-EDTA aos frascos, e as
células foram observadas em um microscopio invertido até que a camada de células
estivesse dispersa (geralmente em 5 a 15 minutos). Foram adicionados de 6,0 a 8,0
mL de meio de cultura completo ao frasco e aspiradas as células, que foram entédo
plagueadas a uma densidade de 40 x 102 células por poco. A placas foram incubadas
por 24 horas em atmosfera e temperatura adequadas — umidade do ar a 95%; dioxido

de carbono (CO?) a 5% e temperatura a 37 °C.

Apés esse periodo de 24 horas foi adicionado ao meio de cultura de cada poc¢o
das placas o p6 bioestimulador. No grupo controle negativo C(S) nao foi adicionado
nenhum bioestimulador, no grupo controle positivo PLLA(S) 0,033mg/mL de PLLA, e
no grupo teste PDO(S) 0,1mg/mL de PDO e no grupo teste PDO(S)* 0,033mg/mL de
PDO. As “Placas A” foram incubadas por 24horas e as “Placas B” incubadas por
48horas. Apo6s esse periodo o colageno tipo | formado foi quantificado através do teste
de ELISA.

O protocolo de preparo do p6 de PLLA foi o indicado pelo fabricante do

bioestimulador a base de &cido poli-L-latico Rennova® Elleva. Resumidamente,
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consistiu na diluigdo do contetdo do frasco do produto em 16ml de agua estéril para
injecdo. Apos a adicdo da agua o frasco foi agitado durante 10 minutos e logo em
seguida foi deixado repousar por 1 hora para garantir a hidratacdo completa para que
se obtivesse uma suspensdao translucida uniforme. Imediatamente antes do uso a
suspencao foi novamente agitada de acordo com instrugdes do fabricante O protocolo
de preparo do p6 de PDO também foi o indicado pelo fabricante do bioestimulador a
base de polidioxanona ULTRACOL 200. Resumidamente, consistiu na diluicdo do
contetido do frasco do produto em 2mL de agua para injecao estéril. Apos a adicdo
da agua o frasco foi bem agitado para promover a mistura do ULTRACOL a 4gua e a
solucéo obtida foi deixada descansar por 3 horas antes do uso. Logo antes do uso a
solucédo foi novamente agitada para uma melhor suspencao de acordo com o indicado

pelo fabricante.

5.8 Coleta para quantificacdo de citocina (Pro-Collagen | a1)

Apoés 24 horas de incubacédo, o meio de cultura da “Placa A” foi retirado e
misturado a inibidores de protease (10mL de EDTA e 20kl/mL de aprotinina) para
evitar a degradacéo das proteinas. Imediatamente apds a coleta, o meio foi congelado
e estocado a -80 °C até o seu uso para a avaliacdo quantitativa do colageno. Apos 48
horas, 0 mesmo procedimento foi realizado para a Placa B. Os niveis de colageno tipo

| foram quantificados através do ensaio imunoenzimatico de ELISA.

5.9 ELISA

ELISAs (Enzyme Linked Immunosorbent Assays), “Ensaio de Imunoabsorgao
Enzimatica” na traducdo, € um tipo de imunoensaio comumente utilizado para
deteccdo e quantificacdo de diversas moléculas, inclusive peptideos, proteinas e
anticorpos dentro de uma amostra. As amostras usadas rotineiramente em ELISAs
incluem soro, plasma, sobrenadantes de cultura de células, lisados celulares, saliva,
lisados de tecidos e urina (TIP, 2010; ELISA GUIDE).

Os ELISAs geralmente sdo executados em microplacas de 96 pocos revestidas

com um anticorpo de captura especifico para a molécula de interesse. Apés a



22

incubagdo com amostras experimentais, padrdes ou controles, a molécula alvo é
capturada por este anticorpo. Um anticorpo de deteccdo conjugado a uma enzima se
liga a molécula alvo. Um substrato de deteccéo € subsequentemente adicionado aos
pocos da placa e produz uma reacdo colorimétrica ao reagir com a enzima ligada ao
anticorpo de deteccdo proporcional a quantidade da moléula alvo na amostra
analisada.Os quatro principais tipos de ELISAs s&o o indireto, o direto, o sanduiche e
o competitivo. (TIP, 2010; ELISA GUIDE). Em nosso estudo utilizamos o ELISA
sanduiche (DuoSet® ELISA - DEVELOPMENT SYSTEM - Human Pro-Collagen |
a1/COLIA1, R&D Systems, Inc.). A andlise das amostras de sobrenadante foi

realizada de acordo a descricdo a seguir:

5.9.1 Preparacéo da Placa

1. O anticorpo de captura foi diluido para a concentracao de trabalho em PBS sem
proteina transportadora. Uma microplaca de 96 pocos foi revestida imediatamente
com 100pL por pogo do anticorpo de captura diluido. A placa foi selada e incubada
durante a noite a temperatura ambiente.

2. Cada poco foi aspirado e lavado com tampéao de lavagem, repetindo o processo
duas vezes para um total de trés lavagens, enchendo cada po¢o com tampéo de
lavagem (400uL) usando uma garrafa de esguicho. A remo¢édo completa do liquido
em cada etapa é essencial para um bom desempenho. Apés a ultima lavagem, todo
o tampdao de lavagem foi removido invertendo a placa e esfregando-a contra toalhas
de papel limpas.

3. As placas foram bloqueadas adicionando 300uL de Diluente de Reagente a cada
poco e incubadas em temperatura ambiente por 1 hora.

4. Foi repitida a aspiracdo/lavagem como no passo 2. ApGs essa etapa as placas

ficaram prontas para adicdo de amostra.

5.9.2 Ensaio imunoenzimatico

1. Foi adicionado 100uL do sobrenadante coletado das placas de cultura por poco. A
placa foi coberta com uma tira adesiva e incubada por 2 horas a temperatura

ambiente.
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2. Cada poco foi aspirado e lavado com tampé&o de lavagem, repetindo o processo
duas vezes para um total de trés lavagens, enchendo cada po¢o com tampao de
lavagem (400puL) usando uma garrafa de esguicho. A remocdo completa do liquido
em cada etapa € essencial para um bom desempenho. Apés a ultima lavagem, todo
o tampéo de lavagem foi removido invertendo a placa e esfregando-a contra toalhas
de papel limpas.

3. Foi adicionada 100uL do Anticorpo de Deteccéo, diluido em Diluente de Reagente,
a cada poco e placa foi coberta com uma nova fita adesiva e incubada por 2 horas a
temperatura ambiente.

4. Cada poco foi aspirado e lavado com tampao de lavagem, repetindo o processo
duas vezes para um total de trés lavagens, enchendo cada po¢o com tampao de
lavagem (400uL) usando uma garrafa de esguicho. A remoc¢édo completa do liquido
em cada etapa € essencial para um bom desempenho. Apdés a ultima lavagem, todo
o tampéo de lavagem foi removido invertendo a placa e esfregando-a contra toalhas
de papel limpas.

5. Foi adicionado 100puL da diluicdo de trabalho de Estreptavidina-HRP a cada poco e
placa foi coberta com uma nova fita adesiva e incubada por 20 minutos em
temperatura ambiente evitando contato da placa com luz direta.

6. Cada poco foi aspirado e lavado com tampéao de lavagem, repetindo o processo
duas vezes para um total de trés lavagens, enchendo cada po¢co com tampao de
lavagem (400uL) usando uma garrafa de esguicho. A remoc¢édo completa do liquido
em cada etapa é essencial para um bom desempenho. Apés a ultima lavagem, todo
o tampéo de lavagem foi removido invertendo a placa e esfregando-a contra toalhas
de papel limpas.

7. Foi adicionado 100uL de Solucéo de Substrato a cada poco e a placa foi incubada
por 20 minutos em temperatura ambiente evitando contato da placa com luz direta.
8. Foi adicionado 50puL de solugéao de parada a cada poco batendo-se suavemente na
placa para garantir uma mistura completa.

9. Foi determinada a densidade Optica de cada po¢o imediatamente, usando um

espectrofotdmetro ajustado para 450nm.



24

6 RESULTADOS

A estatistica descritiva foi utilizada para explorar e resumir os dados coletados.
As varidveis foram apresentadas em média e desvio padrao (DP). O teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado para analisar a normalidade dos dados. Para analisar o efeito do
tempo em que foram analisadas as amostras (24h ou 48h) e do grupo (C(S), PLLA(S),
PDO(S), PDO(S)* nas concentracdes de colageno, utilizamos o teste de Two-Way
ANOVA. Para identificar as diferencas significativas entre os subgrupos, utilizamos o
post-hoc de Tukey. Para interpretrar a magnitude de efeito dos resultados
encontrados, calculamos o partial eta squared (np?) e consideramos valores até 0.01
como sem efeito, até 0.06 como efeito pequeno, até 0.14 como efeito médio e acima
desse valor como efeito grande (Cohen, 1988). O nivel de significancia de 0,05 foi
adotado. Todas as andlises foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics 20.0.

A Tabela 1 apresenta a analise do coladgeno em funcdo dos momentos em que
foram feitas as analises e dos grupos. Encontramos um efeito significativo do tempo,
no qual todas as amostras apresentaram um aumento significativo do colageno das
24h para 48h. Nao encontramos uma diferenga significativa entre os grupos e nem de
interacao.

Tabela 1. Concentracdo do coladgeno (pg/mL) em funcdo do momento de coleta, grupo e tipo de

ANOVA
Grupo 24h 48h F-value p-value np2
Two-Way
C(S) 90740 (52457) 155401 (69717)* Grupo 1,216 0,305 0,02
PLLA (S) 82512 (38337) 129344 (59221)* Tempo 9,151 0,003 0,05

PDO(S) 76339 (44655) 141091 (60696)* Grupo*Tempo 0,330 0,804 0,01
PDO (S)* 118930 (19189) 183781 (38363)*

amostra.

Legenda: dados apresentados em média (desvio padréo). * diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao momento 24h.

7 DISCUSSAO

Esse estudo tem carater inovador ao comparar a inducdo da producao de

colageno in vitro em cultura de fibroblastos apos a estimulacéo das células por pé de
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polidioxanona (PDO) e p6 de &cido poli-L-lactico (PLLA). Os resultados mostraram um
aumento significativo na producdo de colageno do momento 24h para o 48h nos
quatro grupos analisados (C(S), PLLA(S), PDO(S) e PDO(S)*. Entretanto, nao
encontramos diferencas significativas entre os grupos que receberam bioestimulador
(PDO ou PLLA) e os grupos controle, indicando que o aumento de coldgeno foi

possivelmente independente da presenca dos bioestimuladores.

No nosso estudo utilizamos uma linhagem celular obtida a partir da pele do
prepucio de um recém-nascido, assim como nos estudos anteriores de Kim? et al.,
2019 e de Ray & Ta, 2020.

Os estudos anteriores fizeram comparacdes desses bioestimuladores de forma
isolada e apresentaram resultados contraditorios indicando a necessidade de mais
investigacdes sobre esse tema. A discussdo sera desenvolvida para cada

bioestimulador seguindo a literatura cientifica produzida até o momento.

Nosso estudo mostrou um aumento da producdo de coladgeno a partir da
bioestimulacdo com PLLA nos grupos testes, mas de igual magnitude a apresentada
pelo grupo controle. Esses resultados sao contraditorios aos apresentados por Kim?
et al. (2019) que mostrou um aumento significativo da producéo de colageno utilizando
0 p6 seco de PLLA na Linhagem de células de fibroblastos humanos (Hs68) do
momento 24h para 48h em comparacdo ao grupo controle. Entretanto, algumas
diferencas metodolégicas, como a diluicAo para o PLLA que utilizamos, podem

explicar os resultados diferentes encontrados em relacdo ao nosso estudo.

Respostas de igual magnitude apresentadas pelo grupo controle e grupo teste
com PLLA também foram encontradas em estudos anteriores. Courderot-Masuyer et
al. (2012) utilizaram o p6 seco de PLLA (Sculptra®) em culturas de fibroblastos
estabelecidas a partir biopsias de rugas e da pele envelhecida normal de pacientes
saudaveis submetidas a procedimento de cirurgia plastica, com o objetivo de verificar
0 potencial do PLLA para compensar a reducdo da atividade metabdlica dos
fibroblastos das rugas e observaram que o PLLA promoveu um aumento significativo
da producdo de colageno nos fibroblastos de rugas em comparagdo com o0s
fibroblastos de pele normal e em relagédo ao controle ndo exposto ao PLLA. Esse
aumento foi verificado mesmo apds 42 dias de cultura. Esses resultados indicam que
ha a necessidade de um maior tempo de cultura de células para encontrar uma

diferenca significativa de producao de colageno entre 0os grupos.
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Nosso estudo também comparou os efeitos bioestimuladores do PLLA e da
PDO na producdo de coladgeno e ndo mostrou diferencas significativas entre os
grupos. Poucas investigacdes foram realizadas até o0 momento com esse objetivo.
Nesse sentido, vale citar o estudo de Kwon et al. (2018) que comparou os efeitos
bioestimuladores da Polidioxanona-PDO (nome comercial: ULTRACOL. Ultra V Co.,
Ltd., Seul Coreia), do Acido poli-L-lactico-PLLA (Sculptra®, Galderma Laboratories,
Nestlé SA Suica) e da Policaprolactona-PCL (Ellansé-M®, Sinclair Pharma, Irvine,
CA), em ratos. Os autores mostraram que o preenchimento de PDO demonstrou
neocolagénese e resposta inflamatéria semelhantes aos outros bioestimuladores de
colageno utilizados no estudo. Os resultados apresentados por esse estudo e Nnossos
achados com culturas de células sugerem um estimulo da producdo de colageno

similar entre o PLLA e a PDO.

Ray & Ta, (2020) investigaram se nanoparticulas de PLLA eram capazes de
induzir o mesmo efeito de sintese de coladgeno que microparticulas de Sculptra® in
vitro em cultura de fibroblastos e observaram que nem as microparticulas de Sculptra®
e nem as nanoparticulas de PLLA estimularam a producdo de colageno em
monocultura de fibroblastos apds 24 horas corroborando os resultados encontrados
em nosso estudo. Mas Ray & Ta (2020) relataram que esse objetivo pbde ser
alcancado usando uma co-cultura de macréfagos/fibroblastos em uma concentracao
de cerca de 100 pg/mL de PLLA testada in vitro. Os autores creditaram a producao de
colageno observada na co-cultura de macréfagos/fibroblastos a uma reacao de corpo
estranho em que macrofagos do meio ingeriram particulas de PLLA o que
desencadeou a produgdo de uma citocina (TGFB) que estimulou a producédo de
coldgeno pelos fibroblastos. No entanto o periodo curto de observacao das culturas
pelos autores (24 horas) representa uma limitacdo importante, reconhecida por nés
em nosso estudo, sendo periodos maiores de observacédo recomendados em estudos

futuros.

A sintese de colageno é um evento complexo in vivo e envolve uma reacao
inflamatoria, com a participacdo de vérias células, como os macréfagos por exemplo
gue através de sua atividade fagocitica, liberacdo de inimeras citocinas e fatores de
crescimento, estimulam a proliferacdo dos fibroblastos e a sintese de colageno por
essas células. Considerar entdo estudos in vitro com co-culturas de células,

fibroblastos/macréfagos como no estudo de Ray & Ta (2020), em vez de culturas
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isoladas em estudos futuros seja um caminho mais sensato a se seguir visando

simular in vitro o ambiente in vivo.

Nosso estudo também avancou com a literatura atual ao investigar duas
concentracdes distintas de PDO na producdo de colageno. Um grupo foi recebeu
concentracdes de 0,1mg/mL e o outro de 0,033mg/mL de PDO. N&o encontramos
diferencas significativas em relacéo a producao de colageno nos dois grupos. A partir
desses achados sugerimos que estudos futuros testem outras concentracdes ou que
realizem um protocolo por um periodo mais longo com o intuito de comparar os efeitos
longitudinais das dosagens de 0,1mg/mL e 0,033mg/mL de PDO na producéo de
coldgeno em cultura de fibroblastos.

Considerando ainda as concentragbes dos bioestimuladores utilizados em
nosso estudo (0,033mg de PLLA no grupo controle positivo), (0,21mg de PDO em um
dos grupos teste), ficou para nés a interrogacdo de se a concentracdo do
bioestimulador exerce influéncia no estimulo da sintese de colageno, pois quantidades

semelhantes de colageno foram encontradas em ambos 0s grupos.

Embora nosso trabalho tenha apresentado resultados interessantes em relagéo
a producdo de colageno utilizando os biostimuladores em pé (PLLA e PDO), é
importante reconhecer as suas limitagées. Primeiro, reconhecemos que nossos
resultados sao limitados ao periodo de 48h em que as células foram observadas.
Sugerimos que estudos futuros testem esse protocolo utilizando periodos maiores de
observacéo. Segundo que até onde sabemos 0 nosso trabalho foi provavelmente o
primeiro a comparar os efeitos de duas concentra¢gdes distintas de p6 de PDO na
sintese de colageno in vitro. Sugerimos que estudos futuros utilizem outras
concentracdes nos seus protocolos experimentais. Por fim, esses trabalhos também
podem ser complementados com investigacdes sobre as vias de sinalizagéo
relacionadas aos mecanismos moleculares envolvidos na agéo bioestimuladora tanto

do p6 de PDO quanto do p6 de PLLA em cultura de células.

8 CONCLUSAO

Houve um aumento significativo do coladgeno de 24h para 48h em todos os
grupos, sem, no entanto, haver diferenca na sintese de colageno entre eles. Segundo

0s resultados que encontramos nenhum dos bioestimuladores influenciou
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positivamente a producdo de coladgeno. Mais estudos S&0 necessarios e
concentracfes diferentes de ambos os bioestimuladores precisam ser definidas e
testadas para que se chegue a uma concentracéo ideal para estimulo dos fibroblastos

in vitro.
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Os resultados obtidos com este estudo foram utilizados para elaboracdo do seguinte
artigo:

“Avaliagao in vitro da indugdo da sintese de colageno em cultura de fibroblastos por

acido poli-L-latico e polidioxanona em po”

Este artigo sera submetido a publicacéo e sera apresentado nas paginas seguintes.
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RESUMO

Fundamentos: O envelhecimento da pele € acompanhado pela degradacédo do
coldgeno e das fibras elasticas, proteinas responséaveis pela resisténcia a tracao e
elasticidade da pele. A diminuicdo delas resulta em aumento da flacidez e
enrugamento da pele. Alternativas minimamente invasivas como os bioestimuladores
tem se destacado como forma de se retardar os efeitos do envelhecimento. A
polidioxanona em pg, surge nesse cenario como uma alternativa eficaz e segura. Sua
capacidade de induzir a producéo de colageno numa cultura de fibroblastos humanos
foi comparada a do acido poli-L-lactico (PLLA).

Objetivos: Verificar, in vitro, a capacidade de um p6 de polidioxanona induzir a
producdo de colageno em uma cultura de fibroblastos humanos e comparar os
resultados com a inducéo promovida pelo pé de PLLA.

Materiais e Métodos: O estudo avaliou em cultura aderente de fibroblastos humanos
a linhagem celular CCD-1072Sk (ATCC CRL-2088) fornecida pelo Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ), se a adicédo de dois bioestimuladores ao meio de cultura -
o Acido poli-L-lactico-PLLA (Rennova® elleva) e a polidioxanona-PDO em p6 (UltraCol
— Ultra-V® Medical) estimularia um aumento na producdo de colageno pelos
fibroblastos.

Resultados: Os resultados mostraram um aumento significativo na producao de
coldgeno do momento 24h para o 48h nos quatro grupos analisados (C(S), PLLA(S),
PDO(S) e PDO(S)*. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas entre
0S grupos que receberam bioestimulador (PDO ou PLLA) e os grupos controle.
Conclusao: Segundo os resultados que encontramos nenhum dos bioestimuladores
influenciou positivamente a producédo de colageno.
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Introducéo

O envelhecimento da pele ocorre devido a diversos fatores intrinsecos e
extrinsecos. Com 0 aumento da expectativa de vida, cresceu o interesse por encontrar
formas de retardar os efeitos do envelhecimento na pele. WONG & CHEW (2021)*
definiram o envelhecimento da pele como uma sobreposicdo de fendtipos benignos
indicativos de alteracdes histolégicas e morfologicas continuas e inevitaveis,
causadas por fatores intrinsecos, como as influéncias genéticas e cronolégicas, e por
fatores extrinsecos, como as influéncias ambientais. Estes autores relataram também
gue o envelhecimento da pele € acompanhado pela degradacédo do colageno e das
fibras elasticas na derme, afinamento da epiderme, comprometimento da funcéo dos
fibroblastos entre outras alteracdes e que essas mudancas prejudicam a integridade
cutanea, a cicatrizacdo de feridas, a funcéo sensorial e imunoldégica.

Diferentes procedimentos sdo adotados no sentido de controlar a aparéncia
envelhecida. Estes permeiam desde processos invasivos, como as cirurgias plasticas,
até os minimamente invasivos, como a aplicagéo de implantes artificiais na hipoderme
para promover estimulo a formacédo de coldgeno. Os procedimentos cirdrgicos nem
sempre sdo a opcdo mais viavel para a correcdo estética de uma aparéncia
envelhecida. Isto devido ao tempo requerido no procedimento e na recuperacao pos-
operatdria, a necessidade de internacdo hospitalar e anestesia geral, ao alto custo,
aos riscos envolvidos e a imprevisibilidade dos resultados. Isto tem favorecido a opcao
pelos procedimentos minimamente invasivos. A toxina botulinica, os volumizadores,
os implantes com fios reabsorviveis ou ndo, o 0zdnio, os agregados plaquetérios, a
fotobioestimulacdo, os bioestimuladores de colageno, dentre outros, tém
representado uma crescente parcela de procedimentos com a finalidade de controlar
os sinais do envelhecimento. (RAMOS-E-SILVA, DA SILVA CARNEIRO 20077
CHAUDHARY et al. 2020%; MOON et al. 2021%)

Entre as alternativas minimamente invasivas para se tentar retardar e minimizar
os efeitos do envelhecimento da pele est4 o uso dos bioestimuladores de colageno
como a hidroxiapatita de calcio, o &cido poli-L-lactico (PLLA) e os fios de polidioxanona

(PDO). Estes estimulam a proliferacdo de fibroblastos na derme que irdo se
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encarregar da sintese de proteinas da matriz extracelular. A hidroxiapatita de célcio e
0 PLLA séo apresentados em forma de um pé que € misturado a um veiculo para
administracdo enquanto a PDO sé esta disponivel no mercado até o momento na
forma de fios, podendo ser lisos (mono, bi ou multiflamentar) em forma de espiral
(mono e bifilamentar), formato de rede (fio Matrix®) ou farpados. Dentre estes
procedimentos, a implantacdo dérmica de bioestimuladores de ultima geracéo
parecem capazes de induzir a neocolagénese e tem tido grande aceitacao e procura
nos ultimos anos. (de MELO el al. 2017°) Pelas suas caracteristicas de bioestimulacédo
podem ser indicados na prevencgao do aspecto envelhecido da derme, para promover
a formacéao de colageno, para a reestruturacdo dos pilares e contornos da face, para

reduzir a flacidez tecidual e para diminuir as cicatrizes.

Cerca de 48 implantes bioestimuladores foram aprovados pela FDA e aqueles
compostos por hidroxiapatita de calcio, poliamida, acido poli latico (PLLA) e
policaprolactona (PCL) s&o frequentemente empregados com esta finalidade. (de
ALMEIDA et al. 2019%; Kim 20197; CHRISTEN; VERCESI, 20208, de MELO et al.
2020%; LIN, LIN 202110)

Atualmente, os implantes de polidioxanona (PDO) também tem sido estudados
guanto a sua eficacia e seguranca, demonstrando ser um material viavel como indutor
de colageno em estudos com animais. MARTINS et al. (2020)*. HA et al. (2021)*?,
em estudo desenvolvido em animais que visava identificar as alterac6es histoldgicas
e 0s mecanismos de absorcao de fios de PDO e policaprolactona (PCL), concluiram
gue o fio de PDO estimula a proliferacdo de fibroblastos através do sistema de
sinalizacdo TGF-B. O estudo sugere que a transducdo de sinal TGF-B leva a
proliferacéo de fibroblastos, que estimula a formacéo de colageno e a remodelacéo
do tecido, e que uma maior area de superficie entre o fio e o tecido induz uma maior
resposta tecidual, resultando em um aumento nas células inflamatorias,
miofibroblastos e fibroblastos, fazendo com que o efeito de remodelacéo e rearranjo

dos tecidos seja muito variavel e dependente da forma do fio.

Como bioestimulador em po, os compostos por PDO apresentam qualidade
compativel ao de PLLA e PCL na resposta inflamatéria e propriedade de formar
colageno. Demonstrou-se, no entanto, que este material apresenta melhor
biodegradabilidade e uma substancial diminuicdo de aspereza na superficie da pele,

guando aplicado em animais submetidos ao foto envelhecimento. (KWON, 2019)*3
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Courderot-Masuyer, et al. (2012)!* com o objetivo de avaliar as diferencas de
comportamento funcional de fibroblastos humanos de rugas e fibroblastos
envelhecidos de pele humana normal, investigaram em cultura de fibroblastos de
linhagens celulares estabelecidas a partir de duas amostras de pele diferentes de
cada uma de trés plasticas femininas (uma de dentro de uma ruga facial e outra de
pele envelhecida normal) o potencial do PLLA para compensar a reducéo da atividade
metabodlica, restaurar a capacidade de migracao e inibir a producédo de lactato nos
fibroblastos das rugas e nos fibroblastos de pele normal envelhecida. Os autores
obsevaram que O PLLA aumentou a sintese de colageno I, restaurou a capacidade
de migracao e tendeu a diminuir a producdo de lactato nos fibroblastos das rugas,
enguanto somente estimulou a proliferacdo nos fibroblastos de pele envelhecida e
tendeu a melhorar sua migragdo e concluiram que seus resultados sugerem que o
PLLA de Sculptra® agiu como um estimulo para a producdo de colageno nos
fibroblastos das rugas e que € adequado para corrigir depressdes cutaneas, como as

rugas.

Amuso et al. (2015)'° apds realizarem em cinco pacientes um tratamento de
bioestimulacdo com fios de PDO absorvivel, tipo basico, avaliaram as bidpsias da pele
gue foram realizadas pré-tratamento, aos 6 meses, 1 ano e 18 meses apdés o0
tratamento e demonstraram, por exame histolégico, que a bioestimulacdo com fios de
PDO durante os primeiros 12 meses pos-tratamento determinou uma neocolagénese
e fibrinogénese que nao foi induzida por transdugdo mecéanica. O novo coldgeno
sintetizado foi sobretudo inespecifico e predominantemente do tipo | e que, quando a
absorcéo dos fios foi completada, o efeito de estimulacdo também cessou, e aos 18
meses 0s autores observaram uma recuperagao total com um leve aumento do

colageno fibroso tipo I.

Yoon et al. (2019)% com o objetivo de determinar as causas das alteracdes nos
tecidos, respostas fisiologicas e os resultados positivos apos a injecao de fios de PDO,
realizaram um experimento em que inseriram na pele dorsal de quatro de porcos
pigmeus da variedade White Yucatan (3 meses de idade) na camada subcutanea
paralelamente a pele em intervalos de 1cm, fios de PDO nao farpados USP 4-0 de
9cm em uma agulha de 25G. Os autores removeram a pele e o tecido subcutaneo dos
locais de insercéo dos fios ap0s 4 semanas, 12 semanas, 24 semanas e 48 semanas,

prepararam e realizaram a andlise histoldgica das amostras. Entre outros achados os



35

autores identificaram que a proliferacao de fibroblastos ocorre entre 0 e 24 semanas
e a relacionaram a um efeito de producdo de colageno que podera durar mais de 48
semanas. ldentificaram também um tecido conjuntivo fibroso recentemente
desenvolvido e sua fusdo com tecido conjuntivo fibroso existente, contragcéo do tecido
pela atividade dos miofibroblastos, aumento do tamanho do vaso capilar e reducéao da

camada de gordura pela desnaturacao das células de gordura.

Kim et al. (2019)'’ compararam a resposta tecidual do acido poli-L-latico (PLLA)
com o da polidioxanona (PDO) em po6 para avaliar se a polidioxanona poderia ser
eficaz como estimulador de colageno mesmo em pé, o que permitiria que ela fosse
usada na forma injetavel substituinte ao PLLA, e observaram que as inje¢coes de PLLA
e PDO em po6 induziram reac8es granulomatosas e mostraram aumento de TGF- e
do colageno tipo | e Ill 2 semanas apos a injecdo, mas que diminuiram 12 semanas
apos a injecdo para ambos os produtos. Os autores relataram que os resultados do
seu estudo sugeriram que o PDO em p6 afeta o aumento do colageno da mesma
forma que o PLLA mostrando ser uma boa opcdo para formacdo de colageno.

Entretanto ndo investigaram qual tipo de colageno foi formado.

Kim et al. (2019)*8 concluiram em um trabalho cujo objetivo foi avaliar o efeito
do PLLA (Sculptra®; Sanofi Aventis, Paris, Franca) na sintese de colageno e as vias
de sinalizacao relacionadas, em cultura de fibroblastos dérmicos da linhagem celular
Hs68, que o PLLA atua diretamente nos fibroblastos dérmicos levando a um aumento
significativo na expressao do gene do colageno tipo | e na sintese de proteinas. Os
autores utilizaram 5mL de agua estéril que foram adicionados ao po seco de Sculptra®
e finalmente ajustados para concentracdo de 0,1% no meio de cultura e ainda
ressaltaram que seus resultados forneceram a primeira evidéncia de que o PLLA
estimula diretamente os fibroblastos dérmicos para aumentar a sintese de colageno
através da ativacao das vias de sinalizacdo P38, Akt e JNK, influenciando macréfagos
adjacentes, que poderiam servir como um gatilho tardio da sintese de colageno ou

uma limitagdo da condigé&o in vitro.

Ray & Ta, (2020)'° investigaram se nanoparticulas de PLLA eram capazes de
induzir o mesmo efeito de sintese de colageno que microparticulas de Sculptra® in
vitro em cultura de fibroblastos e observaram que as nanoparticulas de PLLA nédo
estimulam a producéo de colageno em monocultura de fibroblastos, mas que esse

objetivo pode ser alcangado usando uma co-cultura de macrofagos/fibroblastos em
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uma concentracdo de cerca de 100 ug/mL de PLLA testada in vitro. Os autores
creditaram a producdo de colageno observada na co-cultura de
macrofagos/fibroblastos a uma reacéo de corpo estranho em que macrofagos do meio
ingeriram particulas de PLLA o que desencadeou a produgao de uma citocina (TGF)

gue estimulou a producédo de coldgeno pelos fibroblastos.

Um sistema confiavel para avaliar a tendéncia a formacgéo de coldgeno induzida
por bioestimuladores pode ser conduzida através dos protocolos preconizados em
cultura celular. Esta evoca técnicas que simulam as condi¢des naturais, e envolve a
distribuicdo e isolamento de células especificas a uma atividade fisiol6gica, com o
objetivo de compreender os processos bioquimicos envolvidos nesta finalidade. Por
se proliferarem rapidamente, a cultura de fibroblastos pode definir um indicativo
apropriado para se considerar a formacao de colageno tecidual mediante a insercao
de variaveis de estudo, uma vez que admite perceber qual € a tendéncia fisiol6gica
destas células em resposta aos diferentes estimulos.

Os fibroblastos séo células encontradas na derme e sdo responsaveis pela
producdo de colageno e elastina, que sé@o as principais fibras da matriz extracelular.
O colageno é responsavel pela resisténcia a tracdo da pele e a elastina proporciona
elasticidade a pele. A diminuicdo de ambas proteinas, com o avancar da idade, resulta
em aumento da flacidez e enrugamento da pele. Assim, a neoformacéo de colageno
e elastina pode promover efeito rejuvenescedor na pele envelhecida. Ja estd bem
documentado o efeito bioestimulador na pele através do estimulo da producao de
colageno por produtos como a hidroxiapatita de calcio, a policaprolactona e o acido
poli-L-latico. A polidioxanona também pode promover neoformacdo de colageno
guando utilizada sob a forma de fio de implantagdo intradérmica, uma apresentagéo
diferente das demais substancias. A utilizacdo da polidioxanona em pé, entretanto,
representara uma alternativa eficaz e segura dentre os produtos ja utilizados como

alternativa minimamente invasiva para o rejuvenescimento facial.

Embora esta seja uma proposta importante para investigar a possibilidade de
colagénese na pele mediante o estimulo por bioestimuladores, na literatura
pesquisada, ndo se encontraram estudos visando comparar a colagénese promovida
por bioestimuladores em pé compostos por PDO ou PLLA através de culturas de
fibroblastos. Portanto, a proposta do presente estudo foi verificar, in vitro, a

capacidade de um pé de polidioxanona induzir a producdo de colageno em uma
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cultura de fibroblastos humanos e comparar os resultados com a indugéo promovida
pelo p6é de PLLA.

Materiais e Métodos

O presente estudo avaliou em cultura aderente de fibroblastos humanos, da
linhagem celular CCD-1072Sk (ATCC CRL-2088) obtida do banco de células do Rio
de Janeiro, se dois bioestimuladores em pd compostos por polidioxanona -PDO
(UltraCol — Ultra-V® Medical) e por acido poli-L-latico — PLLA (Rennova® elleva)
estimulariam um aumento na producdo de colageno pelos fibroblastos, quando

adicionados ao meio de cultura.

O célculo amostral foi realizado baseando-se em um nivel de significaAncia alfa
de 5% (0,05) e um beta de 20% (0,20) para atingir um poder de teste de 80% para
detectar uma diferenca minima de 4 com desvio padrdo de 2,94 para o colageno
(ng/milhdes de células) segundo (COURDEROT-MASUYER et al.,2012) Desta forma,
o célculo amostral resultou que houve necessidade de 10 amostras.

Foi utilizada no experimento a linhagem celular CCD-1072Sk (ATCC CRL-
2088) fornecida pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem de
fibroblastos normais da pele humana foi estabelecida a partir da pele de prepucio de
um recem-nascido do sexo masculino. As células foram cultivadas em frascos de
25cm? utilizando o meio Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) constituido por
4 mM de L-glutamina, 4500 mg/L de glicose e 1500 mg/L de bicarbonato de sédio e
soro fetal bovino para uma concentracéo final de 10%. Também foi utilizado 50uL de
penicilina-estreptomicina para cada 50mL de meio de cultura. As células foram
incubadas em atmosfera e temperatura adequadas — umidade do ar a 95%; dioxido
de carbono (CO2) a 5% e temperatura a 37 ‘C. O meio de cultura foi substituido
sempre a cada trés dias, e a subcultura realizada sempre que os frascos atingiam
confluéncia.

Foram utilizadas oito placas de cultura de 12 pocos para a cultura das amostras
de fibroblastos que foram utilizadas no experimento. Para a analise estatistica dos
resultados foram formados quatro grupos, C(S) (grupo controle negativo), PLLA(S)
(grupo controle positivo com PLLA), PDO(S) (grupo teste com 0,1mg de PDO) e
PDO(S)* (grupo teste com 0,033mg de PDO), sendo cada grupo constituido por uma
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placa de 12 pocos de cultura. Quatro placas foram identificadas como “Placas A” (Que
tiveram seu resultado analisado através do teste de ELISA apds um periodo de 24
horas de incubac&o da cultura na presenca dos bioestimuladores) e quatro placas
foram identificadas como “Placas B” (que tiveram seu resultado analisado através do
teste de ELISA apds um periodo de 48 horas de incubacdo da cultura na presenca

dos bioestimuladores).

Para o plagueamento das amostras que foram utilizadas no experimento, 0s
frascos de cultura foram submetidos a tripsinizagdo com o meio de cultura sendo
removido e descartado dos frascos de cultura e a camada de células sendo
enxaguada rapidamente com Tampdao Fosfato Salino (PBS) sem célcio e magnésio
para remover todos os vestigios de soro que continha inibidor de tripsina. Foram
adicionados 2,0 a 3,0 mL de solucéo de Tripsina-EDTA aos frascos, e as células foram
observadas em um microscopio invertido até que a camada de células estivesse
dispersa (geralmente em 5 a 15 minutos). Foram adicionados de 6,0 a 8,0 mL de meio
de crescimento completo ao frasco e aspiradas as células, que foram entdo
plagueadas a uma densidade de 40 x 103 células por poco. A placas foram incubadas
por 24 horas em atmosfera e temperatura adequadas — umidade do ar a 95%; didxido
de carbono (CO?) a 5% e temperatura a 37 °C.

Apos esse periodo de 24 horas foi adicionado ao meio de cultura de cada pogo
das placas o p6 bioestimulador. No grupo controle negativo C(S) nao foi adicionado
nenhum bioestimulador, no grupo controle positivo PLLA(S) 0,033mg/mL de PLLA, e
no grupo teste PDO(S) 0,1mg/mL de PDO e no grupo teste PDO(S)* 0,033mg/mL de
PDO. As “Placas A” foram incubadas por 24horas e as “Placas B” incubadas por
48horas. Apods esse periodo o colageno tipo | formado foi quantificado através do teste
de ELISA.

O protocolo de preparo do p6 de PLLA foi o indicado pelo fabricante do
bioestimulador a base de &acido poli-L-latico Rennova® Elleva. Resumidamente,
consistiu na diluicdo do conteudo do frasco do produto em 16ml de agua estéril para
injecdo. Apoés a adicdo da agua o frasco foi agitado durante 10 minutos e logo em
seguida foi deixado repousar por 1 hora para garantir a hidratacdo completa para que
se obtivesse uma suspenséao translucida uniforme. Imediatamente antes do uso a
suspencao foi novamente agitada de acordo com instru¢des do fabricante O protocolo

de preparo do pé de PDO também foi o indicado pelo fabricante do bioestimulador a
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base de polidioxanona ULTRACOL 200. Resumidamente, consistiu na diluicdo do
conteudo do frasco do produto em 2mL de agua para injecdo estéril. Apds a adicéo
da agua o frasco foi bem agitado para promover a mistura do ULTRACOL a 4gua e a
solucéo obtida foi deixada descansar por 3 horas antes do uso. Logo antes do uso a
solucéo foi novamente agitada para uma melhor suspencao de acordo com o indicado

pelo fabricante.

Apo6s 24 horas de incubacdo, o meio de cultura da “Placa A” foi retirado e
misturado a inibidores de protease (10mL de EDTA e 20kl/mL de aprotinina) para
evitar a degradacéo das proteinas. Imediatamente apds a coleta, o meio foi congelado
e estocado a -80 ‘C até o seu uso para a avaliagdo quantitativa do colageno. Apds 48
horas, o mesmo procedimento foi realizado para a Placa B. Os niveis de colageno tipo

| foram quantificados de acordo com as instru¢cdes do fabricante do kit ELISA.

Resultados

A estatistica descritiva foi utilizada para explorar e resumir os dados coletados.
As variaveis foram apresentadas em média e desvio padrao (DP). O teste de Shapiro-
Wilk foi utilizado para analisar a normalidade dos dados. Para analisar o efeito do
tempo em que foram analisadas as amostras (24h ou 48h) e do grupo (C(S), PLLA(S),
PDO(S), PDO(S)* nas concentragBes de colageno, utilizamos o teste de Two-Way
ANOVA. Para identificar as diferencas significativas entre os subgrupos, utilizamos o
post-hoc de Tukey. Para interpretrar a magnitude de efeito dos resultados
encontrados, calculamos o partial eta squared (np?) e consideramos valores até 0.1
como sem efeito, até 0.6 como efeito pequeno, até 0.14 como efeito médio e acima
desse valor como efeito grande (Cohen, 1988)%°. O nivel de significancia de 0,05 foi

adotado. Todas as analises foram realizadas no programa IBM SPSS Statistics 20.0.

A Tabela 1 e a Figura 1 apresentam a analise do coldgeno em func¢do dos
momentos em que foram feitas as analises e do grupos. Encontramos um efeito
significativo do tempo, no qual todas as amostras apresentaram um aumento
significativo do colageno das 24h para 48h. Ndo encontramos uma diferenca

significativa entre os grupos e nem de interacéo.
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Tabela 2. Concentracdo do colageno em fungdo do momento de coleta, grupo e tipo de amostra.

ANOVA
Grupo 24h 48h F-value p-value np2
Two-Way
C(S) 90740 (52457) 155401 (69717)* Grupo 1,216 0,305 0,02
PLLA (S) 82512 (38337) 129344 (59221)* Tempo 9,151 0,003 0,05

PDO(S) 76339 (44655) 141091 (60696)* Grupo*Tempo 0,330 0,804 0,01
PDO (S)* 118930 (19189) 183781 (38363)*

Legenda: dados apresentados em média (desvio padréo). * diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao momento 24h.

DISCUSSAO

Esse estudo tem carater inovador ao comparar a inducdo da producao de
colageno in vitro em cultura de fibroblastos apos a estimulacéo das células por pé de
polidioxanona (PDO) e p6 de acido poli-L-lactico (PLLA). Os resultados mostraram um
aumento significativo na producdo de coldgeno do momento 24h para o 48h nos
quatro grupos analisados (C(S), PLLA(S), PDO(S) e PDO(S)*. Entretanto, né&o
encontramos diferencas significativas entre 0os grupos que receberam bioestimulador
(PDO ou PLLA) e os grupos controle, indicando que o aumento de colageno foi
independente da presenca dos bioestimuladores.

No nosso estudo utilizamos uma linhagem celular obtida a partir da pele do
prepucio de um recém-nascido saudavel do sexo masculino, assim como nos estudos
anteriores. Os estudos anteriores fizeram comparacfes desses bioestimuladores de
forma isolada e apresentaram resultados contraditérios indicando a necessidade de
mais investigacfes sobre esse tema. A discussdo serd desenvolvida para cada
bioestimulador seguindo a literatura cientifica produzida até o momento.

Nosso estudo mostrou um aumento da producdo de colageno a partir da
bioestimulacdo com PLLA nos grupos testes, mas de igual magnitude a apresentada
pelo grupo controle. Esses resultados s&o contraditorios aos apresentados por Kim et
al. (2019) que mostrou um aumento significativo da producao de colageno utilizando
0 p6 seco de PLLA na Linhagem de células de fibroblastos humanos (Hs68) do
momento 24h para 48h em comparacdo ao grupo controle. Entretanto, algumas
diferencas metodologicas podem explicar os resultados diferentes encontrados em
relacdo ao nosso estudo.
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Respostas de igual magnitude apresentadas pelo grupo controle e grupo teste
com PLLA também foram encontradas em estudos anteriores. Courderot-Masuyer et
al. (2012) utilizaram o p6 seco de PLLA (Sculptra®) em culturas de fibroblastos
estabelecidas a partir biopsias de rugas e da pele envelhecida normal de pacientes
saudaveis submetidas a procedimento de cirurgia plastica, com o objetivo de verificar
o potencial do PLLA para compensar a reducdo da atividade metabdlica dos
fibroblastos das rugas e observaram que o PLLA promoveu um aumento significativo
da producdo de colageno nos fibroblastos de rugas em comparacdo com o0s
fibroblastos de pele normal e em relagédo ao controle ndo exposto ao PLLA. Esse
aumento foi verificado mesmo apds 42 dias de cultura. Esses resultados indicam que
talvez haja a necessidade de um maior tempo de cultura de células para encontrar
uma diferenca significativa de producéo de colageno entre 0s grupos.

Nosso estudo também comparou os efeitos bioestimuladores do PLLA e da
PDO na producdo de coldgeno e ndo mostrou diferencas significativas entre os
grupos. Poucas investigacdes foram realizadas até o0 momento com esse objetivo.
Nesse sentido, vale citar o estudo de Kwon et al. (2018) que comparou os efeitos
bioestimuladores da Polidioxanona-PDO (nome comercial: ULTRACOL. Ultra V Co.,
Ltd., Seul Coreia), do Acido poli-L-lactico-PLLA (Sculptra®, Galderma Laboratories,
Nestlé SA Suica) e da Policaprolactona-PCL (Ellansé-M®, Sinclair Pharma, Irvine,
CA), em ratos. Os autores mostraram que o preenchimento de PDO demonstrou
neocolagénese e resposta inflamatéria semelhantes aos outros bioestimuladores de
colageno utilizados no estudo. Os resultados apresentados por esse estudo e nossos
achados com culturas de células sugerem um estimulo da producdo de colageno
similar entre o PLLA e a PDO.

Nosso estudo também avancou com a literatura atual ao investigar duas
concentragdes distintas de PDO na producdo de colageno. Um grupo foi recebeu
concentracdes de 0,1mg/mL e o outro de 0,033mg/mL de PDO. N&o encontramos
diferencas significativas em relacéo a producado de colageno nos dois grupos. A partir
desses achados sugerimos que estudos futuros testem outras concentracdes ou que
realizem um protocolo por um periodo mais longo com o intuito de comparar os efeitos
longitudinais das dosagens de 0,1mg/mL e 0,033mg/mL de PDO na producgéo de
colageno em cultura de fibroblastos.

Embora nosso trabalho tenha apresentado resultados interessantes em relacao

a producdo de colageno utilizando os biostimuladores em p6 (PLLA e PDO), é
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importante reconhecer as suas limitagées. Primeiro, reconhecemos que nossos
resultados sao limitados ao periodo de 48h em que as células foram observadas.
Sugerimos que estudos futuros testem esse protocolo utilizando periodos maiores de
observacdo. Segundo que até onde sabemos 0 nosso trabalho foi provavelmente o
primeiro a comparar os efeitos de duas concentra¢gdes distintas de p6 de PDO na
sintese de colageno in vitro. Sugerimos que estudos futuros utilizem outras
concentracdes nos seus protocolos experimentais. Por fim, esses trabalhos também
podem ser complementados com investigacbes sobre as vias de sinalizacao
relacionadas aos mecanismos moleculares envolvidos na agdo bioestimuladora tanto

do p6 de PDO quanto do p6 de PLLA em cultura de células.

CONCLUSAO

Houve um aumento significativo do colageno de 24h para 48h em todos os
grupos, sem, no entanto, haver diferenca na sintese de colageno entre eles. Segundo
0os resultados que encontramos nenhum dos bioestimuladores influenciou
positivamente a producdo de coladgeno. Mais estudos sao necessarios e
concentragdes diferentes de ambos os bioestimuladores precisam ser definidas e
testadas para que se chegue a uma concentragao ideal para estimulo dos fibroblastos

in vitro.
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