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RESUMO

Germano, J. O. Estudo da associacdo de microparticulas de poli-L-acido lactico e

policaprolactona na sintese de colageno in vitro.

O fotoenvelhecimento da pele, que resulta na substituicido da matriz colagena por
fibras disfuncionais, impulsiona a crescente busca por biomateriais capazes de
estimular a produgao de colageno na estética e engenharia tecidual. O poli-L-acido
lactico (PLLA) e a policaprolactona (PCL) s&o biomateriais amplamente utilizados
com o objetivo de estimulo da neocolagénese. Este estudo avaliou o efeito da
associagao de microparticulas de PLLA e PCL sobre a sintese de colageno tipo | in
vitro, utilizando culturas de fibroblastos e macréfagos murinos. Microparticulas com
diametro médio de 2um foram obtidas e caracterizadas por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG), microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e analise de distribuicdo de tamanho. A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio
MTT em 1, 3 e 7 dias. A produgdo de colageno tipo | foi quantificada por ELISA
dentro de 14 dias de experimento. Os resultados demonstraram que as
microparticulas mantiveram suas caracteristicas quimicas e mecanicas e a
associacado de PLLA e PCL nao comprometeu a viabilidade celular além de resultar
numa produgao significativamente maior de colageno (p<0,01) quando comparada
as microparticulas isoladas. A associacao dos dois polimeros, promoveu um
microambiente mais favoravel no aumento de fibras colagenas pelos fibroblastos,
possivelmente devido a melhor internalizacdo das particulas. Concluiu-se que a
associagdo das microparticulas de PLLA e PCL representa uma estratégia
terapéutica simples e mais efetiva no estimulo da neocolagénese, com potencial
promissor na aplicacdo como bioestimulador dérmico na harmonizag¢ao orofacial

e/ou nos tratamentos de defeitos dérmicos de tecidos moles.

Palavras-chave: bioestimuladores de colageno, PLLA, PCL, envelhecimento facial.



ABSTRACT

Germano, J. O. Evaluation of Poly-L-lactic Acid and Polycaprolactone Microparticle

Association for Collagen Synthesis In Vitro

Skin photoaging, characterized by the replacement of the collagen matrix with
dysfunctional fibers, drives the growing demand for biomaterials capable of
stimulating collagen production in aesthetics and tissue engineering. Poly-L-lactic
acid (PLLA) and polycaprolactone (PCL) are widely used biomaterials aimed at
promoting neocollagenesis. This study evaluated the effect of the combined use of
PLLA and PCL microparticles on type | collagen synthesis in vitro, using murine
fibroblast and macrophage cultures. Microparticles with an average diameter of
27um were obtained and characterized by Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetric analysis (TGA),
scanning electron microscopy (SEM), and particle size distribution analysis. Cell
viability was assessed using the MTT assay on days 1, 3, and 7. Type | collagen
production was quantified by ELISA over a 14-day period. The results demonstrated
that the microparticles retained their chemical and mechanical properties, and the
combination of PLLA and PCL did not impair cell viability. Moreover, it resulted in
significantly higher collagen production (pli<(10.01) compared to isolated
microparticles. The association of both polymers created a more favorable
microenvironment for collagen fiber production by fibroblasts, possibly due to
improved particle internalization. It is concluded that the combination of PLLA and
PCL microparticles represents a simple and more effective therapeutic strategy for
stimulating neocollagenesis, showing promising potential as a dermal biostimulant in

orofacial harmonization and/or the treatment of dermal soft tissue defects.

Keywords: collagen biostimulators, PLLA, PCL, facial aging.
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1 INTRODUGAO

A busca por um ideal de beleza € evidente e tem crescido muito nos
dltimos anos mediante a utilizagdo das redes sociais. A medida que a
expectativa de vida aumenta, a percepgdo da juventude torna-se um ideal
cultural cada vez mais valorizado. Uma pessoa jovem € interpretada como
saudavel, bonita e cheia de energia, enquanto uma pessoa que nao tem tragos
faciais caracteristicos de um rosto jovem, muitas vezes, tem sua autoestima,
auto-percepgao e interagdes sociais prejudicadas (1).

O processo de envelhecimento apresenta sinais evidentes nos tecidos
da face que tendem a alterar as propor¢cdes entre os tercos faciais. Esses
sinais sdo decorrentes de processos bioldgicos como a remodelagdo déssea
que caracteriza a perda de volume d&sseo principalmente nas regides
periorbital, zigomatica e peribucal, a redistribuicdo e perda de gordura
subcutanea e a flacidez da pele (2,3).

A gordura facial é dividida em compartimentos chamados coxins de
gordura, que sao subdivididos em superficiais e profundos. Cotofana et al. (4),
através de estudos em cadaveres sugerem que os coxins de gordura profundos
ndo apresentam significativa movimentagdo com o processo de
envelhecimento, mas os coxins de gordura superficiais podem migrar, no
sentido da gravidade, gerando um aspecto de derretimento facial, conforme
exemplificado na Figura 1. Este aumento da mobilidade dos compartimentos de
gordura superficiais explica porque com o aumento da idade o sulco nasolabial
torna-se mais proeminente, assim como a papada e o sulco labiogeniano.

Enquanto um rosto jovem tem o aspecto de tridngulo invertido, com
tracos bem definidos na regido zigomatica, a face em processo de
envelhecimento avangado tem a aparéncia oposta, somando-se os efeitos da
acao muscular através dos anos, a remodelagcdo 6ssea e a mobilidade dos
coxins de gordura. Essas caracteristicas sdo ainda mais evidenciadas com o

aumento progressivo da flacidez da pele (2).
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Figura 1- Envelhecimento facial

e St \
B \

Fonte: Coleman et al. (2)

A pele é dividida, do ponto de vista estrutural, em epiderme, constituida
por tecido epitelial, e derme, constituida por tecido conjuntivo. Estas repousam
sobre o tecido subcutaneo - um tecido conjuntivo mais frouxo e rico em lipideos
(5). Essas trés camadas sofrem alteracbes durante o processo de
envelhecimento, principalmente ao tratar-se de individuos que se expdéem ao
sol sem fotoprotecéo.

A juncdo entre epiderme e derme, exemplificada na Figura 2, se da
através de papilas dérmicas. Essa constitui¢cao irregular da superficie limitante
entre derme e epiderme é de grande importancia para aumentar a superficie de
contato e reforcar a unido entre as camadas (6). Tal juncdo sofre um
achatamento com o avang¢o da idade, e uma juncdo mais fraca entre as
camadas favorece a flacidez e a aparéncia de rugas (7, 8). Em relagcdo ao
tecido conjuntivo (derme), durante o processo de envelhecimento € observada
a diminuicdo do suprimento sanguineo e também da quantidade de fibroblastos
e os produtos que essas células sintetizam — matriz extracelular,
glicosaminoglicanos, acido hialurénico e colageno. A derme envelhecida pelo
sol tem um aumento de fibras elasticas disfuncionais e anormais que
substituem a matriz colagena normal. Essa diminuigdo geral da integridade da
derme e alteragdo de seus componentes resultam em rigidez, elasticidade

reduzida e maior vulnerabilidade (7).
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Figura 2 — Histologia da Pele

Fonte: histologiatextoeatlasufpr.com.br/wp-content/uploads/2021/05/pele-1G.jpg

Fibroblastos sdo as células mais comuns e importantes do tecido
conjuntivo. Estes produzem colageno, elastina e outras proteinas da matriz
extracelular, que dao sustentacdo e elasticidade a pele. Os fibroblastos séo
especialmente preparados para o reparo tecidual, pois podem reativar o ciclo
celular facilmente e demonstram plasticidade fenotipica reversivel -
capacidade de mudar seu fendtipo em resposta a estimulos ambientais e
retornar ao seu estado original apds a remog¢ao do estimulo (9).

Conforme citado por Fisher et al. (10), os fibroblastos regulam a sintese
de colageno e outras proteinas da matriz extracelular em resposta a tenséo
mecanica. Eles possuem integrinas na superficie celular, que se ligam a
proteinas da matriz extracelular - como o colageno tipo | - formando adesdes
focais que desempenham fungdes regulatérias e mecanicas. As adesdes focais
ativam cascatas de sinalizagao intracelular, regulando o metabolismo dos
fibroblastos, incluindo a produgcédo de colageno e sua degradagdo por
metaloproteinases da matriz. O acumulo lento de fragmentos de colageno, que
ocorre durante o processo de envelhecimento, compromete a integridade
estrutural da matriz de colageno, criando um ambiente onde os fibroblastos
perdem tensdo mecanica e colapsam, resultando em menor producdo de
colageno e maior degradagao do mesmo. Uma vez iniciado, esse desequilibrio
em direcdo a degradagao do colageno € auto-perpetuante, levando a uma pele

fina e fragil, caracteristica dos individuos idosos (10).
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Muitos procedimentos dermatolégicos minimamente invasivos foram
desenvolvidos para tratar e prevenir os impactos do envelhecimento facial. As
técnicas de rejuvenescimento facial, como a utilizagdo de preenchedores
injetaveis e bioestimuladores de colageno tém mostrado um impacto bastante
positivo na qualidade de vida dos individuos. O poli-L-acido lactico (PLLA) e a
policaprolactona (PCL) sdo exemplos de biomateriais amplamente utilizados
nos tratamentos estéticos (11).

Desde o ano de 2004 microparticulas de poli-L-acido lactico (Sculptra,
Galderma) sao utilizadas no mercado norte americano para tratamento de
lipodistrofia facial, caracteristica que acomete muitos pacientes em tratamento
de HIV (12). Esse biopolimero corrige a perda de volume de maneira diferente
dos preenchedores a base de acido hialurénico, induzindo a sintese de
colageno e aumentando a espessura dérmica (13). A injegdo do PLLA na
hipoderme gera um volume inicial devido a presenga da agua destilada para
injecdo, meio utilizado para a reconstituicdo das microesferas. A agua para
injecdo € reabsorvida entre 48 a 72 horas enquanto a degradagdo de PLLA
acontece lentamente através de uma reac¢ao de corpo estranho com aumento
do numero de macréfagos, mastocitos e linfocitos no local da aplicagdo. Esse
processo inflamatério subclinico tem como consequéncia a producdo de
colageno e matriz extracelular pelos fibroblastos teciduais (12, 14).

O PCL é um polimero da familia dos alfa-hidroxiacidos, biodegradavel e
biorreabsorvivel (15). Sua utilizacdo médica ja € documentada desde a década
de 80 (16). O material injetavel a base de PCL mais conhecido no mercado da
estética atualmente é o Ellansé (Sinclair Pharma). Este foi reconhecido em
2009 nos Estados Unidos como dispositivo médico de classe lll indicado para
injecdo subdérmica visando a corregdo de sinais de envelhecimento facial. A
composi¢ao do Ellansé é de 30% de microesferas de PCL de superficie lisa e
70% de veiculo aquoso constituido de carboximetilcelulose (CMC), um
derivado da celulose ndo toxico comumente utilizado como veiculo carreador
na industria alimenticia e cosmética (15,16).

As particulas de PLLA presentes no Sculptra (Galderma) apresentam
formato de placas/tactéides medindo entre 40-63um e as particulas de PCL

presentes no Ellansé (Sinclair) apresentam formato esférico medindo entre 25-
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50um. Estas foram avaliadas microscopicamente por Kwon et al. (17) e estéo

representadas respectivamente na Figura 3.

Figura 3 — MEV das microparticulas comerciais: PLLA (Sculptra) e PCL

(Ellansé)

PCL

Fonte: Kwon et al. (17)

O mecanismo de neocolagénese mais bem aceito pelos pesquisadores
€ uma reacao inflamatoria de corpo estranho gerada nos tecidos onde esse o
PCL é injetado (15), assim como também foi descrito com a utilizagdo do PLLA.
Entretanto, outros autores acreditam que as microesferas de PCL atuam como
arcabouco facilitando o desenvolvimento de novas fibras colagenas sem induzir
uma resposta inflamatoria nos tecidos circundantes (16).

Esses polimeros, chamados de bioestimuladores de coladgeno no campo
da estética, uma vez injetados no tecido subcutaneo promovem uma reagéo
inflamatdria subclinica com recrutamento de macrofagos, os quais expressam
citocinas inflamatérias que estimulam a secre¢cao de matriz extracelular pelos
fibroblastos. O PLLA e o PCL, portanto, sdo amplamente empregados em
tratamentos estéticos, como promotores do rejuvenescimento cutaneo.
Clinicamente pode-se observar melhora na textura e qualidade da pele,
reducdo de rugas e flacidez, e aumento da hidratagdo e luminosidade da pele
(18).

Ray et al. (19) avaliaram a sintese de colageno in vitro utilizando

culturas de fibroblastos e macréfagos separadamente e em seguida ambos os
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tipos celulares em co-cultura. As trés culturas geradas apos 24h de incubagao
foram expostas a diferentes concentragdes de nanoparticulas de PLLA (30, 100
e 300ug/mL) e Sculptra™ a 1mg/ml durante 24h. Os pesquisadores
concluiram que a cultura celular de fibroblastos humanos sozinhos nédo mostrou
sinais de estimulo de colageno dentro das 24h. Entretanto, a co-cultura de
fibroblastos e macréfagos demonstrou estimulo de colageno no mesmo periodo
sendo que a citocina TGF-B1, secretada por macréfagos, foi um dos fatores
responsaveis pela estimulagdo do colageno. Em um ambiente de co-cultura
entre estes dois tipos de célula, macrofagos M2 estimulam a proliferagdo de
fibroblastos e a sintese de colageno tipo I e Il (20).

Oh et al. (21), avaliaram o efeito de PLLA injetavel na sintese de
colageno em pele envelhecida de camundongos e observaram que este
polimero promoveu a expressao de interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-
13). A interleucina-13 estimula macréfagos a secretar TGF-1 e ambas as
citocinas tém acéo direta na sintese de matriz extracelular pelos fibroblastos.

Uma associacao de PLLA e PCL pode ter resultados interessantes no
estimulo de colageno e rejuvenescimento cutédneo, mas esta ndo € citada
detalhadamente na literatura, mesmo se tratando de dois polimeros muito
utilizados na medicina e na estética. Diante da escassez de literatura e
relevancia clinica, este trabalho analisou comparativamente a inducdo da
biossintese de colageno por microparticulas com didmetro médio de 2um de

PLLA e PCL isoladas ou associadas, em culturas de células.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a associacdo das microparticulas de PLLA e PCL na sintese de

colageno in vitro.

2.2 Especificos

- Obter e caracterizar as microparticulas de PLLA e PCL,;

- Cultivar fibroblastos e macréfagos isoladamente e associados em co-
cultura;

- Avaliar a viabilidade celular dos fibroblastos e macrofagos na presenca
das microparticulas de PLLA e PCL isoladas ou associadas;

- Avaliar e comparar a expressdao do colageno | pela co-cultura de
fibroblastos e macréfagos in vitro nas seguintes condigoes:
a) na auséncia das microparticulas;
b) na presenga das microparticulas de PLLA ou de PCL;

c) na presencga das microparticulas de PLLA e PCL associadas.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia do presente trabalho foi realizada conforme ilustrado no

desenho experimental da figura 4.

Figura 4 — Desenho experimental

Isolamento de
Fibroblastos

Isolamento de
Macréfagos

Viabilidade celular
(MTT)

Cultura Celular

Quantificacdo
colageno I (ELISA)

Fonte: do autor

3.1 Poli-L-acido lactico (PLLA)

A sintese deste polimero foi realizada segundo Motta et al. (22). A
reacao do diéster ciclico do L-acido lactico (Sigma-Aldrich) foi conduzida pela
polimerizagcdo em massa, adicionando-se o0 mondmero em uma ampola de
vidro contendo o catalisador Sn(Oct), (Sigma-Aldrich). A razéo

mondmero/catalisador foi de 5000:1. A mistura foi congelada em N liquido,



19

fazendo-se a seguir vacuo na ampola, a qual foi selada e imersa em um banho
de d6leo a 130°C por 24h. Apds esse periodo, o polimero foi dissolvido em
cloroférmio, CHCI3 (Merck), precipitado em metanol, CH3;OH (Merck) e seco
numa estufa a vacuo a 60 °C por 8h. A figura 5 representa a reacdo de
polimerizagdo poli-L-acido lactico a partir da abertura do dimero ciclico

(lactideo), utilizando-se Sn(Oct), como catalisador a 130°C.

Figura 5 - Esquema representativo da sintese e estrutura molecular do PLLA
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Fonte: Motta et al. (22)

3.2 Policaprolactona (PCL)

O polimero foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich (1003653402 —
MKCV0467) com massa molar (Mn) de 80.000 Da (Dalton).

3.3 Obtengao das microparticulas

3.3.1 PLLA

O método utilizado foi o de simples emulsdo com evaporagcdo de
solvente. Neste método, adaptado dos trabalhos de Terukina et al. (23) e
Nazato et al. (24), 2g de PLLA foram dissolvidos em 48mL de diclorometano
(Merck®) (3,1% m/m), em agitador magnético. Essa mistura foi gotejada
lentamente em 1 litro de solugdo aquosa de PVA 0,25% sob agdo do mixer
Ultra Turrex (T25, IKA), obtendo-se uma emulsdo homogeneizada pela
agitacdo do mixer a 10.000rpm durante 10 minutos. A emulsdo foi entéo
agitada por 5 horas em agitador magnético para evaporagdo do solvente

diclorometano e depois centrifugada por 5 minutos a 5.000rpm. Apds a
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centrifugagcdo a agua destilada foi descartada e as microesferas foram
congeladas a -5°C e liofilizadas por 24h a -100°C para a completa extragao de
agua. Posteriormente, as microparticulas foram peneiradas em Tamises de 250
Mesh (63 ym) e 270 Mesh (53um) e agitadas manualmente até que todo o

polimero passasse pelas malhas, descartando-se assim as particulas grandes.

3.3.2 PCL

O processo de obtengdo das microesferas de PCL foi semelhante ao
processo do PLLA. 2g de PCL (Sigma-Aldrich) foram dissolvidos em 66ml de
diclorometano (Merck) (2,3% m/m) em agitador magnético. A mistura foi
gotejada lentamente em 1 litro de solugdo aquosa com 2,5g (0,25% m/m) de
PVA sob acdo do mixer Ultra Turrex (T25, IKA), obtendo-se uma emulsdo
homogeneizada pela agitagdo do mixer a 10.000rpm durante 10 minutos. A
emulséo foi entdo agitada por 5 horas em agitador magnético para evaporagao
do solvente diclorometano e depois centrifugada por 5 minutos a 5.000rpm.
ApOs a centrifugagédo a agua destilada foi descartada e as microesferas foram
congeladas a -5°C e liofilizadas por 24h a -100°C para a completa extragao de
agua. Posteriormente, as microparticulas foram peneiradas em Tamises de 250
Mesh (63 ym) e 270 Mesh (53um) e agitadas manualmente até que todo o

polimero passasse pelas malhas, descartando-se assim as particulas grandes.

3.4 Caracterizagao das particulas

3.4.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
€ uma técnica para caracterizagdo de grupos quimicos e pode ser utilizada
para identificar mudancgas ocasionadas por agentes quimicos e fisicos em uma
determinada amostra. As particulas de PLLA e PCL foram analisadas em um
equipamento de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier,
com modo ATR (Attenuated Total Reflectance), Spectrum 65 (Perkin Elmer).
Os espectros de absorcdo sdo obtidos na faixa de 4000cm™ a 600cm™, com

resolugdo de 4cm™ e com 32 scans de varredura.
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3.4.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial foi realizada utilizando o
equipamento TA Instruments modelo Discovery DSC 25. As amostras com
massa de aproximadamente 7mg foram submetidas ao aquecimento no
intervalo de 25°C até 250°C, com razao de aquecimento de 10°C/min sob

atmosfera de nitrogénio.

3.4.3 Termogravimetria (TG)

A estabilidade térmica das amostras foi avaliada com o equipamento TA
Instruments modelo Discovery TGA 55. As amostras com massa aproximada
de 7mg foram submetidas ao aquecimento no intervalo de 25°C a 700°C, com

uma razéo de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de nitrogénio.

3.4.4 Analise das microparticulas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

As amostras poliméricas foram metalizadas em ouro separadamente em
stubs, através do metalizador DII-29010SCTR Smart Coatersob durante 8
minutos e submetidas a analise em microscépio eletrénico de varredura (JSM -
IT 200) sob tensdo de 5kV. Através das imagens obtidas pelo MEV foi avaliado

o diametro médio das particulas de cada material.

3.5 Estudo biolégico

3.5.1 Animais

Foram utilizados 5 ratos Wistar machos, com 10 dias de idade para
retirada dos tenddes de Aquiles e 5 ratos Wistar machos, com 3 - 6 meses de
idade para retirada de macréfagos do peritbnio. Todos os animais foram
fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude

(FCMS-PUC/SP) e mantidos em gaiolas abastecidas com agua e ragao ad
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libitum, em ambiente com temperatura constante e iluminagéo controlada (ciclo
claro/escuro). O projeto foi submetido e aprovado protocolo n® 2023/138 pela
CEUA - FCMS — PUC/SP (Anexo A).

3.5.2 Obtengéo de material biolégico para cultura de fibroblastos

Baseado no método descrito por Ramirez et al. (25), os fibroblastos
foram isolados a partir do tendao de Aquiles de ratos com 10 dias de idade.
Tais células do tecido neonatal possuem ciclo celular potente e sintetizam a
matriz extracelular em grandes quantidades comparadas as células com maior
senescéncia. Os filhotes foram eutanasiados com dose letal de isoflurano
inalatério e imediatamente apds a constatacdo da morte os membros inferiores
foram dissecados para extragao dos tenddes de Aquiles de ambas as pernas,
em condigdes estéreis. Os tenddes foram lavados em solugdo salina
balanceada de Hank (HBSS) a 37°C e clivados em fragmentos de 2 a 3mm.
Estes fragmentos foram adicionados ao meio de cultura e os fibroblastos
extraidos pela técnica de explante para obter uma cultura de células primarias.

Os fibroblastos foram cultivados como monocamadas em frascos
plasticos de cultura de tecidos de 25cm? (Corning Costar, Cambridge, MA) em
3mL de meio RPMI-1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) suplementados
com soro fetal bovino (FBS) a 10% e solugdo de penicilina e estreptomicina
fungizona a 1%. Os frascos foram colocados em uma incubadora a 37°C com
5% de CO? e 95% de ar. Os fibroblastos que cresceram a partir dos explantes,
se aproximaram da confluéncia e foram entdo separados com uma solucio de
tripsina a 0,025%-EDTA a 0,02% e recolocados em frascos de cultura de
tecidos de 25cm? (25).

3.5.3 Obtengéo de material biologico para cultura de macrofagos

O método de isolamento de macrofagos utilizado foi a lavagem
peritoneal descrita por de Jesus et al. (26), Rios. et al. (27) e Meurer et al. (28).
Antes de iniciar o protocolo de isolamento, os animais foram
eutanasiados com dose letal de isoflurano anestésico inalatério e submetidos a

laparotomia mediana para retirada de macroéfagos do peritonio. A Figura 6
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ilustra as etapas de isolamento de macrofagos residentes do espago
intraperitoneal.

Com o auxilio de uma tesoura cirurgica, foi realizada a laparotomia e na
sequéncia injetado 10mL de PBS em administracdo unica (tamp&o salina
fosfato: 137mM NaCl; 2,7mM KCI; 8,0mM Na,HPO* 0,6mM CaCl%; 1mM
MgCl%; 1,4mM KHPO* e pH 7,2-7,4) na cavidade peritoneal, na linha alba,
préxima ao esterno. O animal foi cuidadosamente agitado/movimentado para
que todo o liquido alcancasse a cavidade abdominal.

Posteriormente, foi obtido um fluido contendo células da cavidade
peritoneal cuidadosamente coletado com o auxilio de uma seringa estéril e
colocado em um tubo Falcon estéril. As células foram entdo sedimentadas por
centrifugagéo por aproximadamente 8 minutos a 2.000rpm. O sedimento celular

final foi plaqueado em aliquotas em meio de cultura apropriado (28).

Figura 6 — Etapas de isolamento de macrofagos intraperitoneais
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Fonte: Meurer et al. (28)
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3.5.4 Ensaio experimental in vitro

Os fibroblastos de segunda passagem, apds o isolamento tecidual,
foram tripsinizados apos atingirem subconfluéncia e adicionados em novas
placas para expansao celular pré-experimental. O meio de cultura foi
substituido trés vezes por semana. Foram utilizados nos experimentos
fibroblastos da segunda a quinta subculturas.

Os fibroblastos explantados foram utilizados no experimento ao
atingirem monocamada na placa de Petri. Os macréfagos obtidos de peritdnio
murino conforme descrito por Meurer et al. (28) foram contados e adicionados
aos pogos contendo os fibroblastos, na seguinte propor¢do 1 fibroblasto para
1,5 macrofagos, essa proporgao foi definida segundo Ray et al. (19). As células
foram cultivadas por 24h antes de iniciar o experimento, sendo a concentragao
inicial das células de 1x10* células/poco em placa de cultura de 96 pocos.

Segundo pesquisadores Ray et al. (19) e Zhu et al. (18), a produgao de
colageno induzida por particulas de PLLA é concentracdo-dependente.
Portanto, este trabalho utilizou a concentracdo de 100ug/mL de ambos os
polimeros, conforme foi demonstrada ser eficiente na literatura supracitada.

Os fibroblastos com ou sem macréfagos foram tratados com diferentes
concentragbes de microparticulas de PLLA e/u PCL descritos nos grupos
experimentais, durante 3, 7 e 14 dias a 37°C e concentragado de 5% de CO..
Apos os devidos tempos de cultivo em interacdo com os materiais, as culturas
foram avaliadas quanto a viabilidade celular pelo ensaio de atividade
metabdlica (MTT), obtido em leitor de microplacas e a quantificagdo do
colageno foi realizada pela detecgdo de colageno pela técnica de ELISA

(conforme detalhado nos tépicos 3.6.1 € 3.6.2)
3.6 Avaliagao da viabilidade celular e da produgao de colageno
3.6.1 Ensaio de atividade metabdlica (MTT)
O ensaio de atividade metabdlica foi realizado apds o periodo de cultivo

requerido de 1, 3 e 7 dias. Os fibroblastos foram lavados duas vezes com PBS

estéril e incubadas a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO, e 95% de ar, com
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150uL de MTT a uma concentragdo de 1 mg/mL em meio de cultura fresco.
Apos uma incubagéo de 3 horas, o meio de cultura foi removido e os cristais de
formazan formados dissolvidos em uma solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO). A
quantidade de formazan presente foi entdo medida em uma absorbéancia de
570nm utilizando um leitor de placas.

A quantidade de formazan formada ¢é diretamente proporcional a
quantidade de células metabdlicas viaveis em uma cultura, o que torna esse
método eficaz de avaliar a citotoxicidade celular (29). O ensaio de atividade
metabdlica foi realizado em sextuplicata a partir dos seguintes grupos

experimentais:

* Controle negativo (somente cultura de fibroblastos);

* Fibroblastos com PLLA 100ug/mL,;

* Fibroblastos com PCL 100ug/mL;

* Fibroblastos com PLLA + PCL em solugéo contendo 50ug/mL de cada

polimero.

3.6.2 Teste imunoenzimatico ELISA

A quantificagdo do colageno tipo | foi realizada através da técnica
"Double Antibody Sandwich" utilizando-se o kit de deteccdo de colageno | por
ELISA MyBioSource MBS262647. Apds o periodo de cultivo de 3, 7 e 14 dias,
as células dos grupos experimentais foram destacadas e lisadas
mecanicamente para exposicdo e liberagdo do colageno. Apds o
destacamento, todo o conteudo bioldgico foi centrifugado a 5.000rpm por 5 min
a 23°C. Aliquotas de cada amostra foram analisadas por meio de ELISA para
determinacdo dos niveis de colageno tipo I, conforme recomendagdes do
fabricante (MyBioSource). O colageno tipo | total foi quantificado em
nanogramas por mL (ng/mL). Os resultados foram ent&o calculados utilizando a
curva padrao (Figura 7) criada para os ensaios. Os ensaios ELISA foram

realizados em duplicata a partir dos seguintes grupos experimentais:

* Controle negativo A (somente cultura de fibroblastos);
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* Controle negativo B (co-cultura fibroblastos e macrofagos);

* Fibroblastos com PLLA 100ug/mL;

* Co-cultura de fibroblastos e macrofagos com PLLA 100ug/mL;

* Fibroblastos com PCL 100ug/mL;

* Co-cultura de fibroblastos e macrofagos com PCL 100ug/mL;

* Fibroblastos com PLLA + PCL 1:1 em solugdo contendo 50ug/mL de
cada polimero;

* Co-cultura de fibroblastos e macrofagos com PLLA + PCL 1:1 em

solugéo contendo 50ug/mL de cada polimero;

Figura 7 — Curva padrao para o Ensaio ELISA

Curva padrdo de rat-COL1 conforme kit MyBioSource MBS262647

Absorbancia lida em 450nm
o

Concentragdo em ng/mL

Padronizagao do protocolo de concentragdes (0-10ng/MI) da detecgdo de colageno | pelo kit
ELISA MyBioSource. Fonte: do autor.

3.7 Analise estatistica

Os calculos estatisticos foram executados usando software GraphPad
(Prism 10.0.2, EUA). As comparacdes estatisticas foram feitas utilizando a
ferramenta ANOVA com pos-teste de Tukey. Foram avaliados o grau de
significancia pelo valor de p obtido, sendo: p>0,05 ndo significativo; p<0,05

pouco significativo; p<0,01 bastante significativo; e p<0,001 muito significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagao das microparticulas
4.1.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 8, que apresenta o espectro do PLLA, confirmou a presenga
dos principais grupos funcionais esperados para o polimero. Foi possivel
observar um pico em 1750 cm™ correspondente ao estiramento da ligacao
C=0; picos em 1450 cm™ e 1360 cm™' relacionados a presenca do CHs. um pico
em 1185 cm™ que esta relacionado ao estiramento assimétrico da ligagcédo C-C-
O; e pico em 1090cm™ que corresponde ao estiramento C-O do grupo éster. O
espectro do PLLA aqui apresentados corroboraram com o trabalho de Motta et
al. (22).

Figura 8 - Espectro de FTIR do PLLA
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Fonte: do autor

O espectro de FTIR do PCL adquirido comercialmente esta
representado na Figura 9. Foi possivel observar o estiramento assimétrico e
simétrico da ligacdo CH; respectivamente em 2950 e 2860 cm™', bem como o

estiramento da ligagdo C=0 do éster presentes no PCL em 1725 cm™, além do
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pico em 1160 cm™' referente ao estiramento assimétrico relacionado ao C-C-O.

Esses achados corroboraram com o trabalho de Gurlek et al. (30).

Figura 9 - Espectro de FTIR do PCL
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4.1.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Figura 10 ilustra a curva de DSC, referente ao segundo aquecimento
do PLLA. Nela foi possivel observar uma temperatura de transig&o vitrea (Tg)
em 54°C. Além disso, observou-se, também, dois picos endotérmicos proximos
a 170°C, o que esta relacionado a temperatura de fusdo (Tm) do PLLA. A
entalpia de fusdo (AHn) envolvida no processo de fusédo foi de 54 J/g e com
isso, foi possivel calcular a cristalinidade (xc) do PLLA utilizado neste trabalho,

que foi aproximadamente 54%.
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Figura 10 - Curva de DSC referente ao segundo aquecimento do PLLA
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A Figura 11 ilustra a curva de DSC, referente ao resfriamento, do PLLA.
Neste processo foi possivel observar um pico exotérmico em 104 °C que esta
relacionado a cristalizacdo das cadeias do PLLA. Observa-se, também, que a
entalpia (AH.) envolvida no processo de cristalizagdo foi de 44 J/g. Portanto, os
resultados obtidos neste trabalho corroboraram com os obtidos por Motta et al.
(22).

Figura 11 - Curva de DSC referente ao resfriamento do PLLA

1,0 - T=104°C
08 /
AH_= 44 Jig

o
n
]

Fluxo de calor (Q (W/g))
(¢))

o =)
[} [N
L
—_—

T ! T L T = T y T L T J
200 150 100 50 0 -50 -100
Exof Temperatura (°C)

Fonte: do autor



30

A Figura 12 ilustra a curva de DSC, referente ao segundo aquecimento
do PCL. Foi possivel observar que o PCL apresentou uma temperatura de
transicdo vitrea (Tg) em -62°C. Isto mostra que o PCL apresenta uma
caracteristica mais flexivel e elastomérica do que o PLLA. Observou-se,
também, um pico endotérmico em 56°C que esta relacionado a temperatura de
fusdo (Tn) do PCL. A energia envolvida neste processo, chamada entalpia de
fusdo (AHn), foi de 48 J/g. Dessa forma, foi possivel calcular a cristalinidade
(xc) do PCL utilizado neste trabalho, que foi aproximadamente 34%. Labet et al.
(31) através de uma revisao de literatura avaliaram as propriedades térmicas
da policaprolactona com massa molar de 530 a 630.000g mol™ encontraram
valores de temperatura de transicdo vitrea (T4) = -65°C a -60°C e temperatura
de fusédo (Tn) = 56°C a 65°C, coerentes portanto com os valores obtidos no

presente estudo.

Figura 12 - Curva de DSC referente ao segundo aquecimento do PCL
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A Figura 13 apresenta a curva de DSC, referente ao resfriamento do
PCL. Foi possivel observar um pico exotérmico em 32°C que esta relacionado
a cristalizacdo do PCL. Observou-se, também, que a entalpia (AH.) envolvida
no processo de cristalizagao foi de 46 J/g. Portanto, os resultados obtidos neste

trabalho corroboram com os obtidos por Chen et al. (32).
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Figura 13 - Curva de DSC referente ao resfriamento do PCL
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Segundo Woodbury et al. (33), a cristalinidade do PLLA permite que este
polimero tenha alta resisténcia a tracdo e a compressdo. Sua degradacao
também é interessante para o objetivo de bioestimulo de colageno, sendo essa
na ordem de 6 a 9 meses, a depender de seu peso molecular. Os autores
também demonstraram que o PCL foi capaz de suportar uma deformagao
térmica sem perda de propriedades devido a sua baixa temperatura de fuséo e
ductibilidade, além de possuir um tempo de degradacdo ainda maior que o
PLLA (33).

4.1.3 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG permitiram conhecer as alteracbes que o aquecimento
pode provocar nos materiais, sendo possivel estabelecer a faixa de
temperatura em que eles adquiriram composicdo quimica fixa, definida e
constante, e a temperatura em que comegaram a se decompor. A Figura 14
ilustra o termograma do PLLA. Foi possivel observar que o PLLA apresenta
uma estabilidade térmica até aproximadamente 290°C, iniciando, apds essa
temperatura, uma perda de massa acentuada, cuja temperatura de pico
equivale a 330 °C. Nesta temperatura, foi onde o processo de perda de massa

do polimero foi maximo. E por fim, a presenca de um unico pico de DTG



32

indicou que o processo de decomposi¢cao aconteceu em uma unica etapa.
Assim, os resultados obtidos neste trabalho corroboraram com os obtidos por
Shi et al. (34).

Figura 14 - Termograma do PLLA
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A Figura 15 ilustra o termograma do PCL. Foi possivel observar que o
PCL apresentou uma estabilidade térmica até préximo a 354°C, iniciando, apds
essa temperatura, uma perda de massa acentuada. Entretanto, diferentemente
do que foi observado para o PLLA, a decomposicdo do PCL ocorreu em duas
etapas. A primeira aconteceu por volta de 325°C, sendo menos acentuada, e a
segunda por volta de 397°C, sendo a mais acentuada. Estes resultados

observados para o PCL corroboraram com os obtidos por Pekdemir et al. (35).
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Figura 15 - Termograma do PCL
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A estabilidade térmica de ambos os polimeros foi confirmada pelas
analises termogravimétricas (Figuras 14 e 15), sendo o PCL mais estavel

termicamente, embora com decomposi¢cao em duas etapas.

4.1.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A Figura 16 ilustra as particulas de PLLA e PCL, respectivamente. As
particulas de PLLA apresentaram formato esférico e diametro médio de 2,34um
(Figura 16 - A). Este resultado difere do encontrado por Kwon et al. (17) cujas
particulas maiores de PLLA (40-63um) apresentaram formato espiculado. Por
sua vez, as particulas de PCL obtidas neste trabalho (Figura 16 - B)
apresentaram formato esférico e com didmetro médio de 2,52um. O formato
esférico foi semelhante as particulas de PCL presentes no Ellansé (Sinclair)

que medem 25-50um (17).
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Figura 16 — MEV das microparticulas de PLLA e PCL

A: Imagem de microscopia eletrobnica de B: Imagem de microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) do poli-L-acido lactico (PLLA), varredura (MEV) da policaprolactona (PCL),
evidenciando a morfologia da superficie (5000x). mostrando detalhes da estrutura superficial
Barra: 5 ym. Fonte: do autor. (5000x). Barra: 5 um. Fonte: do autor.

A Figura 17 apresenta a curva de distribuicdo dos tamanhos de
particulas de PLLA obtidas neste trabalho. Foi possivel observar que o
didmetro médio € de 2,34um.

Figura 17 - Curva de distribuigdo do tamanho das particulas de PLLA
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A Figura 18 apresenta a curva de distribuicdo dos tamanhos de
particulas de PCL obtidas neste trabalho, sendo possivel observar que o

didmetro médio é de 2,52um.
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Figura 18 - Curva de distribuigdo do tamanho das particulas de PCL
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As curvas de distribuicdo indicam que ambas as formulagdes possuem
distribuicdo de tamanho relativamente homogénea, o que favorece a interagéo
célula-material e a reprodutibilidade experimental. Ao contrario das
microparticulas comerciais com diametros entre 40-63um (Sculptra, Galderma)
e 25-50um (Ellansé, Sinclair), as particulas desenvolvidas neste estudo
apresentam tamanho significativamente menor. Essa caracteristica € relevante
do ponto de vista da fagocitose por macrofagos, que € facilitada mediante
particulas de 2-3 ym e da subsequente liberacdo de citocinas envolvidas na
sintese e remodelagédo da matriz extracelular (36).

Embora sejam considerados um tratamento seguro e de bons resultados
para a estética facial e para o tratamento de lesdes de tecidos moles, os
bioestimuladores de colageno ja comercializados (Sculptra e Ellansé) podem
apresentar efeitos adversos, principalmente relacionados a técnica incorreta de
aplicagdo. No&dulos e granulomas sdo os principais efeitos adversos
relacionados aos bioestimuladores hiperdiluidos que podem causar efeitos
inestéticos importantes (37,38). Os nddulos geralmente s&o papulares,
assintomaticos e aparecem semanas apds a injegdo, resolvendo-se
espontaneamente com o tempo. Eles ocorrem devido a técnicas inadequadas
de reconstituicdo ou aplicacdo do produto, sendo mais comuns nas areas

perioral e periocular. Histologicamente, sdo compostos por microparticulas do



36

polimero cercadas por uma reagéao inflamatéria normal de corpo estranho, sem
necessidade de tratamento especifico, embora o uso de acido hialurbénico para
camuflar a lesdo até sua resolu¢ao seja uma opgao (37).

Ja os granulomas, embora raros, representam uma resposta inflamatéria
crbnica e sistémica mais intensa. Diferente dos nédulos, que apresentam uma
abundancia excessiva de produto com uma reagao normal de corpo estranho
composta por poucas células gigantes, a histopatologia de um granuloma
verdadeiro mostra uma quantidade menor de produto e uma reagao excessiva
do hospedeiro com grande quantidade de células gigantes multinucleadas por
toda sua extensdo, podendo surgir meses ou até anos apos a inje¢do. Embora
também se resolvam espontaneamente, os granulomas podem ser um
problema estético importante e sdo mais dificeis de tratar (37). O tratamento de
nddulos e granulomas pode ser feito através injegbes intralesionais de
esteroides, utilizacdo de ultrassom microfocado, lasers fracionados ou exciséo
cirargica (38).

No presente estudo foram utilizadas microparticulas de pequeno
didmetro, aproximadamente 2um, que, de acordo com Champion et al. (36),
sdo facilmente aderidas e fagocitadas pelos macréfagos por apresentarem um
didmetro médio semelhante aos principais patégenos bacterianos transmitidos
pelo ar e agua. Este tamanho intermediario de 2um permite que o macrofago
envolva mais facilmente a particula com seus pseuddpodes, em comparagao a
particulas muito grandes, que exigem a formagdo de células gigantes
multinucleadas (36), por esse motivo sugere-se a hipdtese que as
microparticulas de 2um provavelmente nao apresentardo esse tipo de efeito

deletério.

4.2 Cultura celular

4.2.1 Ensaio de atividade metabdlica (MTT)

Os dados obtidos pelo ensaio de atividade metabdlica (MTT) (Figura 19)
demonstraram que tanto as microparticulas de PLLA quanto as de PCL,
quando utilizadas de forma isolada ou associada, mantiveram a viabilidade

celular em niveis adequados ao longo do periodo de 1, 3 e 7 dias. Foi possivel



37

concluir que os materiais sdo biocompativeis e sem citotoxicidade nas

concentragdes empregadas.

Figura 19 - Resultados do ensaio de atividade metabdlica (MTT)
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Representacdo grafica dos resultados de absorbancia lida através do ensaio de viabilidade
celular por MTT entre 1, 3 e 7 dias em cultura das células fibroblasticas com os respectivos
materiais. Crtl-N: Controle negativo; PLLA: Fibroblastos com PLLA; PCL: Fibroblastos com
PCL; e PLLA + PCL: Fibroblastos com PLLA e PCL. As barras verticais sobre cada grupo
representam o desvio padrdo e as barras horizontais representam a diferenca estatistica, onde:
P>0,05 sem diferenga estatistica (ndo representados); P<0,05 pouco significantes (*); P<0,01
(**) bastante significantes; e P<0,001 muito significantes (***).

Fonte: do autor.

A taxa de absorbéncia aumentou em todos 0s grupos experimentais com
0 passar dos dias. Isso pode ser traduzido como um aumento do metabolismo
celular do dia 1 ao dia 7 de experimento. Conforme citado pela Thermo Fisher
Scientific (39), as células em cultura passam por fases de crescimento celular.
No periodo de sete dias sdo comumente observadas as fases de laténcia;

exponencial; e estacionaria. Na fase de laténcia, que ocorre nas primeiras 24h,
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as células estdo metabolicamente ativas, porém ainda se adaptando ao
ambiente, por isso ndo ha muita divisdo celular. A fase exponencial tem
duracao média de 2 a 4 dias apds o semeio e nessa fase as células comecam
a se dividir e multiplicar ativamente. Apds 4 dias de cultura as células atingem a
fase estacionaria, quando a confluéncia atinge 80% e o crescimento desacelera
devido ao esgotamento de nutrientes. Apos a fase estacionaria as células
entrariam na fase de declinio, onde ha redugdo progressiva da viabilidade
celular devido ao esgotamento de nutrientes e acumulo de residuos téxicos
(39).

Conforme observado na Figura 19 ndo houve a identificagcdo do periodo
estacionario até 7 dias, embora a literatura previamente citada aborde que
neste periodo a maioria das células em cultura j4 se encontra em fase
estacionaria de crescimento. Tanto o Ctrl-N quanto PLLA + PCL apresentaram
um resultado de absorbancia semelhante, sendo de baixa significancia
(p<0,05) entre os mesmos tempos (3d e 7d) destes grupos. Este € um
indicativo de que a fase exponencial foi mais lenta. Ja os grupos onde PLLA e
PCL foram adicionados as células isoladamente apresentaram continuidade do
crescimento exponencial (fase log) até 7 dias.

Fibroblastos sao células com capacidade de multiplicagao e producao de
matriz de forma distinta de acordo com o ciclo celular, ou seja, quando em
processo de proliferagao reduzem a sintese de matriz, assim como quando em
processo ativo de sintese, retardam processo mitético (40). E importante
ressaltar que o tempo de 7 dias em uma situacdo sem intervengdes em cultura
de células em placas de 96 pocos é um periodo longo para uma area de
crescimento celular disponivel muito reduzida (0,33cm?), quando na ordem de
10* em densidade celular. H4 duas possibilidades para a maior lentiddo do
crescimento exponencial no grupo PLLA + PCL: ou por motivo de espago
disponivel, ou conforme detectado no ensaio de ELISA (descrito em detalhes
no topico seguinte), devido ao aumento na atividade de sintese de matriz. Essa
ultima condicdo explica porque a atividade do ciclo celular se encontra
diminuida e por este motivo gerando menos sinal na absorbancia do ensaio de
MTT (39,40).
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4.2.2 Teste Imunoenzimatico ELISA

Os grupos experimentais foram cultivados durante 3, 7 e 14 dias, e a
somatoria total da producdo de colageno | mensurada esta exemplificada na
Figura 20.

Figura 20 — Producgéo de colageno | in vitro
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Fonte: do autor.

Foi possivel observar um aumento progressivo na sintese de colageno
em todos os grupos tratados com microparticulas, com destaque para o grupo
com co-cultura de fibroblastos e macréfagos que recebeu a associagao fisica
de PLLA + PCL, que apresentou produgdo de colageno significativamente
superior aos demais. Esses resultados sugerem que, mesmo sem combinagéo
quimica entre os polimeros, a associagao simultanea pode promover efeitos na
bioestimulacdo da matriz extracelular.

A maior producdo de colageno pode estar relacionada a interagéo
dindmica entre fibroblastos e macrofagos, modulada pela presenga das

microparticulas poliméricas, especialmente em razdo do tamanho reduzido das
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mesmas. Além disso, € possivel que as propriedades distintas de cada material
— como rigidez do PLLA e flexibilidade do PCL — tenham contribuido de forma
complementar para a ativacao celular e sintese de proteinas de matriz.

Diferentemente do que se pensava, somente 0os grupos amostrais que
associaram as microparticulas de PLLA e PCL obtiveram resultados
significativamente relevantes na produgao de colageno | em comparagéo aos
grupos controle. Isso pode ter acontecido pois estes polimeros sé&o
extremamente biocompativeis, conforme mostrado no ensaio de MTT.
Portanto, as células mantiveram constante multiplicacdo até o sétimo dia nos
grupos onde foram expostas ao PLLA e PCL separadamente, mas sem tanta
producao de matriz extracelular. Esse crescimento em numero de células pode
ter sido mais lento nos grupos expostos ao PLLA + PCL pois os fibroblastos
produziram mais matriz extracelular do que se multiplicaram, conforme descrito
nos fundamentos do ciclo celular por Oshima et al. (40).

Os achados obtidos neste estudo reforcam a hipétese de que a
associacao entre microparticulas de PLLA e PCL promove um ambiente mais
favoravel a sintese de colageno tipo I, em comparagdo ao uso isolado dos
polimeros. Isso € especialmente relevante considerando que os polimeros
foram aplicados como sistemas particulados livres, sem qualquer
funcionalizagdo ou co-polimerizagdo. Esse fator € importante pois segundo
Negaresh et al. (41) a compatibilidade quimica entre PLA e PCL é baixa. Por
serem polimeros termodinamicamente imisciveis, tendem a separacao de fases
durante o processamento, resultando em microestruturas heterogéneas e
fracas interacdes interfaciais. Isso compromete as propriedades mecéanicas
como resisténcia a tracdo, moédulo elastico e resisténcia ao impacto no caso de
sintese de blenda polimérica (41). Portanto, a utilizagdo desses dois polimeros
como sistemas particulados livres mantém as propriedades mecanicas, fisicas
e quimicas de cada um.

Ainda é necessaria uma maior compreensdo sobre os detalhes do
processo de reconhecimento e fagocitose realizada por leucdcitos. Os
resultados do estudo de Champion et al. (36) mostraram que a dependéncia do
tamanho das particulas na fagocitose origina-se da etapa de aderéncia, e nao
da internalizagdo do corpo estranho pelos macrofagos. Além disso, propde-se

que as caracteristicas das dobras da membrana celular sejam responsaveis
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pelo reconhecimento do tamanho das particulas pelas células fagociticas. Isso
implica que os macréfagos ndo apenas reconhecem moléculas especificas em
seus alvos, mas também tém a capacidade de reconhecer o tamanho das
particulas (36).

Apesar dos resultados promissores, € importante destacar que o modelo
adotado é in vitro e, portanto, ndo contemplam as complexidades fisiolégicas
da regeneracéo tecidual in vivo. Pesquisas futuras complementares com mais
ensaios preé-clinicos com modelos tridimensionais, ensaios de expresséo
génica, anadlise de citocinas, modelos in vivo e in vitro direcionardo testes

clinicos para melhor compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos.
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5 CONCLUSAO

A associagao de microparticulas de PLLA e PCL, mesmo sem qualquer
modificagdo quimica entre si, mostrou-se eficaz na indugdo da sintese de
colageno tipo | em ambiente in vitro, superando os efeitos observados com o
uso isolado de cada polimero. Essa resposta potencializada parece refletir uma
sinergia entre as caracteristicas fisico-quimicas complementares dos materiais
e a eficiente fagocitose proporcionada pelo didametro reduzido das particulas.

Diante disso, a simples combinagao fisica desses polimeros surge como
uma abordagem promissora, de facil implementagdo, segura, mais eficaz e
economicamente acessivel no uso como estratégia terapéutica na
harmonizagao orofacial e/ou nos tratamentos de defeitos dérmicos de tecidos
moles com o objetivo de bioestimular a sintese de colageno. Este estudo
também reforca que nem sempre sdo necessarios processos de modificagao
quimica complexos para promover respostas celulares relevantes e de
importancia clinica.

Estes achados contribuem para a ampliagdo do conhecimento sobre os
mecanismos de ag¢ao dos bioestimuladores de colageno e oferecem uma base
sélida para o desenvolvimento de novas formulagbes combinadas. Estudos
futuros, especialmente em modelos tridimensionais e in vivo, sdo essenciais
para validar a durabilidade dos efeitos observados e garantir a seguranga

clinica da proposta.
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ANEXO A - CERTIFICADO CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “ Estudo da combinagao de
microparticulas de PLLA E PCL na sintese de colageno in vitro , protocolo
n°2023/138, sob a responsabilidade da pesquisadora profa. Dra. Priscila
Randazzo de Moura - que envolve a produgdo, manutengao efou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissédo de Etica
no uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Médicas e da Sadde da Pontificia
Universidade Catdlica de Sdo Paulo (CEUA-FCMS-PUC/SP), em reunido de
30/04/2024.

Vigéncia do Projeto 05/2024 a 06/2025
Espéciellinhagem Rato Wistar

N° de animais 10
pesofcads B~
Sexo Machos
Origem CEMIB / UNICAMP

Profa. Dra. Gislaine Ventrucci

Coordenadora CEUA-FCMS-PUC/SP
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