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Introdução:A resposta inicial dos macrófagos às substâncias bioestimulantes é fundamental na 

determinação do comportamento subsequente dos fibroblastos e na organização do colágeno 

recém-sintetizado. Embora estudos histológicos sugiram que o preenchimento de 

hidroxilapatita de cálcio (CaHA) inicia uma resposta de cura regenerativa com deposição de 

colágeno e elastina semelhante ao tecido natural e saudável, em vez de uma resposta 

inflamatória com fibrose, a atividade relativa dos macrófagos estimulados por CaHA, bem como 

como esta atividade comparado ao induzido por outros preenchedores bioestimulantes, não foi 

explorado. O objetivo do estudo é caracterizar a resposta in vitro de macrófagos a dois 

preenchedores bioestimulantes, CaHA e PLLA (ácido poli-L láctico), e avaliar seu potencial 

inflamatório.

Métodos:Macrófagos humanos primários foram incubados com duas diluições (1:50 e 1:100) de 

CaHA ou PLLA comercialmente disponível. Após 24 h de incubação, um array de inflamação foi 

utilizado para rastrear a expressão de 40 citocinas, liberadas por macrófagos. ELISA foi usado 

para confirmar os resultados da matriz.

Resultados:Quatro citocinas foram significativamente reguladas positivamente em macrófagos M1 

incubados com PLLA em comparação com controles não estimulados e CaHA: CCL1 (p<0,001), TNFRII (p

<0,01), MIP-1α (p<0,05) e IL-8 (p<0,001). Em macrófagos M2, MIP-1α (p<0,01) e MIP-1β (p<0,01) foram 

significativamente regulados positivamente pelo PLLA em comparação com CaHA e controles não 

estimulados.

Conclusão:Juntas, estas descobertas indicam que o modo de ação do CaHA é uma resposta não 

inflamatória, enquanto o PLLA inicia a expressão de várias citocinas conhecidas por desempenharem 

um papel na inflamação. Nosso estudo apoia o conceito de que esses dois preenchedores 

“bioestimulantes” seguem caminhos distintos e devem ser considerados individualmente no que diz 

respeito ao mecanismo de ação.
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1|INTRODUÇÃO as respostas das células imunes e os padrões distintos de neocolagênese sugerem 

modos de ação distintos que provavelmente ocorrem através da divergência precoce 

das vias de resposta dos tecidos.

A atividade dos macrófagos dita o comportamento dos fibroblastos e 

é crítica para o recrutamento de células imunes e as cascatas de 

sinalização que suportam a migração e atividade dos fibroblastos, 

proliferação, diferenciação e/ou vias profibróticas.17Neste estudo, a 

atividade dos macrófagos M1 e M2 e o perfil de expressão de citocinas 

induzido por CaHA e PLLA foram examinados nos esforços para 

compreender melhor a resposta dos macrófagos a estes materiais.

A hidroxilapatita de cálcio (CaHA, Radiesse®; Merz North America, Raleigh, NC) 

é um enchimento bioestimulatório biocompatível, biodegradável e reabsorvível 

que consiste em microesferas de hidroxilapatita de cálcio (CaHA) (25–45 μm de 

diâmetro) suspensas em um transportador de gel de carboximetilcelulose 

aquoso a 70%. As indicações aprovadas incluem rugas faciais moderadas a 

graves, como sulcos nasolabiais e linhas de marionete; aumentando a plenitude 

das bochechas e outros contornos faciais; melhorando o volume nas mãos; e 

melhoria do contorno da mandíbula.1–4No entanto, o CaHA é frequentemente 

usado off-label para revolumização de outras áreas do rosto e do corpo e 

também é usado na forma diluída para endurecer a pele.1,3,5Embora 

fisicamente distintos,6na clínica, o CaHA é frequentemente considerado junto 

com o ácido poli-L-láctico (PLLA; Sculptra®, [Galderma, Lausanne, Suíça]) como 

uma opção para revolumização baseada em bioestimulação.

CaHA e PLLA diferem em vários aspectos. Primeiro, os dois enchimentos 

são mecanicamente distintos. O preenchimento de CaHA fornece reposição 

imediata de volume por meio do gel transportador de carboximetilcelulose, que 

é posteriormente substituído ao longo do tempo por colágeno nativo induzido 

pelas microesferas de CaHA.7Essa neocolagênese mantém o volume fornecido 

inicialmente pelo gel carreador, além de melhorar a qualidade e espessura da 

pele.8,9Em contraste, o PLLA cria volume exclusivamente através da promoção 

de uma resposta inflamatória subclínica de corpo estranho, que promove a 

síntese de colágeno que se torna aparente como volume ao longo de vários 

meses.10Para o PLLA, os aumentos de volume observados imediatamente após 

a injeção estão relacionados ao inchaço e à suspensão de micropartículas e 

diminuem dentro de algumas horas a alguns dias.6

Além disso, CaHA e PLLA são quimicamente distintos e levam à neocolagênese 

através de diferentes vias. As vias imunológicas são determinadas logo após a injeção 

e envolvem o recrutamento diferencial de células imunes. Imediatamente após a 

injeção, o material é circundado por sangue de vasos lesionados, lipídios, açúcares, 

íons e proteínas (por exemplo, albumina, fibrinogênio, fibronectina, vitronectina e 

gamaglobulinas), que são adsorvidos na superfície da partícula em poucos minutos. 

Mesmo nesta fase muito inicial, as diferentes propriedades superficiais do CaHA e do 

PLLA provavelmente levam à ligação de coleções distintas de proteínas extracelulares 

e a uma divergência de vias que levam à neocolagênese.11As partículas de CaHA 

funcionam como uma estrutura para apoiar a função dos fibroblastos residentes e 

induzir caminhos para múltiplos aspectos da regeneração da matriz extracelular 

(ECM), tais como síntese de HA, angiogênese e organização de colágeno, elastina e 

proteoglicanos.12Além disso, estudos histológicos sugerem infiltração mínima de 

células inflamatórias, levando potencialmente à restauração da estrutura e função 

normais da pele.13–15

A resposta tecidual do PLLA parece ser de natureza mais inflamatória, 

e a adsorção de proteínas é seguida por infiltração de neutrófilos e 

macrófagos do Dia 2 ao Dia 10 após a injeção. Por volta de 1 mês, 

mastócitos, macrófagos mononucleares, células de corpo estranho e 

linfócitos cercam as micropartículas de PLLA e, como resultado dessa 

reação de corpo estranho, as partículas de PLLA são encapsuladas por 

colágeno tipo III mais imaturo e menos organizado, enquanto mais 

organizado e colágeno tipo maduro I não é encontrado próximo às 

partículas de PLLA ou ao infiltrado celular circundante e é observado 

apenas na periferia das reações granulomatosas.6,11,16Esses diferenciais

2| MÉTODOS

2.1| Preenchimentos e controles

CaHA (Radiesse®, Merz North America, Raleigh, NC, EUA) e PLLA 

(Sculptra®, Galderma, Lausanne, Suíça) foram adquiridos e testados em 

ensaios de microfagos humanos em microplacas de cultura de 96 poços. 

Lipopolissacarídeo (LPS) 100 ng/mL deEscherichia colie interleucina-4 

recombinante humana (IL-4) 20 ng/mL foram incluídos como controles 

para as populações de macrófagos M1 e M2, respectivamente. O Meio de 

Geração de Macrófagos M1 DXF foi usado para cultivar macrófagos M1, e 

o Meio de Geração de Macrófagos M2 DXF foi usado para cultivar 

macrófagos M2 (Promocell, Heidelberg, Alemanha).

2.2|Cultura de células

M1 (macrófagos M1 de doador único hMDM-GMCSF(-)-c [Promocell, Heidelberg, 

Alemanha]) e M2 (macrófagos M2 de doador único hMDM-GMCSF(-)-c 

[Promocell, Heidelberg, Alemanha]) foram descongelados e deixados recuperar 

por 20min em meio frio. As células foram centrifugadas a 350×gdurante 15 

minutos à temperatura ambiente e o sedimento celular foi ressuspenso no 

meio apropriado. As contagens de células foram ajustadas para 100.000 

células/cm2para macrófagos M1 e 200.000 células/cm2para macrófagos M2. As 

células foram incubadas durante a noite numa placa de 96 poços a 37°C. O 

meio de cultura celular foi trocado e reduzido de 150μL/poço para 50μL/poço. 

Às 24 horas após o plaqueamento inicial, 100 μL de meio contendo enchimento 

diluído com meio (1:50 e 1:100 Radiesse; 1:50 e 1:100 Sculptra) ou volumes 

correspondentes de meio sozinho foram transferidos para poços de ensaio 

para atingir um volume de ensaio final de 150μL/poço.

2.3|Análise do sobrenadante

As células foram expostas ao enchimento por 24 horas. Os sobrenadantes foram 

reunidos e o volume normalizado para levar em conta os efeitos de evaporação entre 

poços e depois congelados a -80°C até a análise. As amostras foram centrifugadas a 

10.000×g por 10 minutos e examinados para 40 citocinas humanas usando o RayBio® 

Human Inflammation Array GS3 (RayBiotech, Peachtree Corners, GA) de acordo com o 

protocolo do fabricante. Devido à capacidade mínima desses produtos de 

preenchimento iniciarem uma liberação significativa de citocinas
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em comparação com substâncias inflamatórias estabelecidas, os níveis de libertação 

de citocinas observados foram baixos. Por esta razão, nos resultados das amostras 

onde foi observada uma tendência a partir da matriz de triagem, ELISA quantitativo foi 

utilizado para confirmar a presença ou ausência de significância (IL-8 [Abcam 

ab214030], MIP-1α [Abcam ab214569] e MIP-1β [Abcam ab100597]). A análise 

estatística foi realizada utilizando ANOVA unidirecional com teste de comparações 

múltiplas de Turkey, com variância combinada única. Todas as experiências foram 

realizadas pelo menos em triplicado.

macrófagos incubados com PLLA demonstraram níveis significativamente 

mais elevados de quatro citocinas em comparação com o controle não 

estimulado e diluições de CaHA (figura 1): ligante 1 de quimiocina (motivo 

CC) (CCL1), receptor II do fator de necrose tumoral solúvel (sTNFR2) e 

proteína alfa inflamatória de macrófagos (MIP-1α) (figura 1). A 

significância para MIP-1α foi confirmada via ELISA, e as tendências para 

interleucina 8 (IL-8) observadas no ensaio de triagem foram avaliadas com 

ELISA e mostraram-se significativas.

Os níveis médios de CCL1 nos macrófagos M1 após incubação com 

diluições de PLLA de 1:50 (31.880 unidades médias de fluorescência [MFU]) e 

1:100 (27.550 MFU) foram significativamente maiores do que os níveis 

detectados após incubação com diluições de CaHA de 1:50 ( 10.255 MFU) e 

1:100 (8.373 MFU) (p<0,001 ep<0,001, respectivamente;figura 1). A atividade do 

TNFRII, medida indiretamente através dos níveis de sTNFR2, foi 

significativamente maior após a incubação com diluição de PLLA de 1:50 (12.832 

MFU) do que após incubação com diluições de CaHA de 1:50 (4.877 MFU) e 

1:100 (4.008 MFU) (p<0,01 ep<0,01, respectivamente). Níveis de MIP-1α

3| RESULTADOS

3.1| Macrófagos M1

Nenhuma das 40 citocinas testadas na triagem mostrou expressão aumentada 

em macrófagos M1 após incubação com CaHA em comparação com os 

controles não estimulados. No entanto, as culturas de M1

FIGURA 1Níveis de citocinas em macrófagos 
M1 após 24 h de incubação com CaHA ou 
PLLA identificados com a matriz de 
inflamação humana.
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FIGURA 2Níveis de citocinas em macrófagos 
M1 após 24 h de incubação com CaHA ou PLLA 
confirmados com ELISA.

FIGURA 3Níveis de citocinas MIP-1α e MIP-1β 
em macrófagos M2 após 24 h de incubação 
com CaHA ou PLLA identificados com a matriz 
de inflamação humana.
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os macrófagos podem fagocitar células mortas e bactérias, mas também 

secretam proteínas que promovem a deposição de colágeno, a angiogênese, a 

formação de tecido de granulação, a reepitelização e a ativação de outras 

células do sistema imunológico. Estudos anteriores descobriram que a 

estimulação in vitro com IFN-γ e LPS de macrófagos M1 induz um perfil de 

produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-1 e IL-6.18,19Em 

contraste, os macrófagos M2 respondem produzindo níveis mais baixos de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, IL-18 e TNF-α, e níveis mais elevados de 

citocinas anti-inflamatórias TGF-β e IL-10, o que sugere uma atividade mais 

regenerativa. papel no processo de cura.18

Neste estudo pré-clínico, nenhuma das 40 citocinas testadas apresentou 

expressão significativamente aumentada em macrófagos M1 ou M2 quando 

incubadas com CaHA além daquela exibida pelo controle negativo. Em 

contraste, quando estimuladas por PLLA, 4 citocinas apresentaram elevações 

significativas em macrófagos M1 e 2 em macrófagos M2. Estes resultados 

sugerem um baixo potencial inflamatório para CaHA em comparação com 

PLLA, o que é consistente com pesquisas anteriores que não conseguiram 

identificar uma resposta inflamatória à matriz do gel CaHA.14

Neste estudo, as citocinas aumentaram na cultura celular com 

macrófagos M1 ou M2 suplementados com PLLA, masnãoCaHA foram 

sTNFR2, CCL1, MIP-1α, MIP-1β e IL-8. Cada uma dessas citocinas tem um 

papel direto na inflamação. O sTNFR2 é clivado após a ativação do TNFRII 

e, portanto, atua como um substituto para a medição da atividade do 

receptor.20O TNFRII é um dos receptores do fator de necrose tumoral α 

(TNFα), uma proteína sinalizadora essencial no sistema imunológico inato 

e adaptativo que desempenha um papel crítico na regulação positiva e 

negativa da atividade regulatória das células T (Treg). As evidências 

sugerem que o TNFRII contribui para a modulação imunológica através da 

ativação celular e do recrutamento e proliferação de células imunológicas.

21–27CCL1 é uma quimiocina produzida por monócitos/macrófagos 

ativados, linfócitos T e células endoteliais que é principalmente um 

quimioatraente para monócitos/macrófagos, linfócitos e neutrófilos.28–32

Acredita-se que desempenhe um papel importante nos processos 

inflamatórios,33e dados os resultados dos experimentos neste estudo, o PLLA 

pode induzir a expressão de CCL1 por ativação de macrófagos. MIP-1α 

(também conhecido como CCL3) é uma quimiocina quimiotática inflamatória 

conhecida por ser secretada por macrófagos que recruta células inflamatórias, 

promove a cicatrização de feridas e mantém a resposta imune efetora. As 

células que liberam MIP-1α estão aumentadas nos locais de inflamação e 

ajudam a recrutar macrófagos, linfócitos e eosinófilos.34,35Assim como o 

MIP-1α, o MIP-1β (também conhecido como CCL4) é uma quimiocina 

quimiotática que promove a inflamação através do uso de um receptor 

compartilhado, o CCR5. O CCR5 é expresso em macrófagos, células dendríticas 

e células T auxiliares 1 ativadas, resultando no recrutamento de monócitos/

macrófagos, células natural killer e populações de células T.34,36–38A IL-8 é 

amplamente utilizada como marcador diagnóstico para condições inflamatórias 

traumáticas e é conhecida por contribuir para a progressão tumoral.39–41

Sabe-se que a IL-8 contribui para a indução de quimiotaxia por 
neutrófilos, linfócitos, monócitos e macrófagos.42,43

Tomados em conjunto, estes marcadores sugerem um perfil inflamatório 

aumentado para o PLLA, bem como uma ausência consistente de atividade 

inflamatória para o CaHA. Esta resposta inflamatória diferencial apoia a nossa 

compreensão atual do mecanismo de

FIGURA 4
incubação com CaHA ou PLLA confirmada com ELISA.

Níveis de citocinas em macrófagos M2 após 24 h

após incubação com diluição de PLLA 1:50 (50172 MFU) foram 

significativamente maiores que o controle. Isto foi confirmado via ELISA, 

que mostrou uma diferença significativa na expressão entre CaHA 1:50 e 

PLLA 1:50 (258,7 ng/mL e 387,7 ng/mL) (Figura 2). Os níveis de IL-8 após 

incubação com diluição de PLLA de 1:50 (6.430 ng/mL) também foram 

significativamente maiores do que os níveis detectados após incubação 

com diluições de CaHA de 1:50 (4.805 ng/mL) e 1:10 (3.149 ng/mL). ;p
<0,001 e p<0,001, respectivamente).

3.2|Macrófagos M2

Semelhante aos resultados com os macrófagos M1, nenhuma das 40 

citocinas na triagem mostrou expressão aumentada após incubação de 

macrófagos M2 com CaHA em comparação com o controle não 

estimulado. No entanto, o MIP-1β apresentou expressão 

significativamente elevada após incubação de macrófagos M2 com PLLA (

Figura 3). Níveis elevados de MIP-1β e MIP-1α foram confirmados por 

ELISA (Figura 4). A IL-8 foi elevada para PLLA 1:50 em comparação com 

CaHA 1:50 e controles, mas isso não alcançou significância estatística no 

ensaio de triagem.

Os níveis médios de MIP-1α após incubação com diluição de PLLA de 1:50 

(3,6 ng/mL) foram significativamente maiores do que após incubação com 

diluição de CaHA de 1:50 (1,7 ng/mL). Os níveis de MIP-1β após incubação com 

diluição de PLLA de 1:50 (6,648 ng/mL) foram significativamente maiores do 

que após incubação com diluição de CaHA de 1:50 (1,746 ng/mL).

4|DISCUSSÃO

As citocinas e quimiocinas compreendem um grande grupo de proteínas 

que coordenam a resposta imunológica em todo o corpo. M1
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ação seguindo vias diferentes daquelas do PLLA, proporcionando um 

ambiente que conduz à regeneração dos elementos arquitetônicos 

organizados da matriz extracelular, em vez do encapsulamento e 

deposição de colágeno do tipo fibroplasia que é observado na resposta de 

corpo estranho ao PLLA.6,15,44Existem várias hipóteses de trabalho para 

explicar o modo de ação aparentemente único do CaHA que diverge da 

resposta a corpo estranho do PLLA e de outras formulações 

bioestimulantes. Entre essas hipóteses estão publicados modelos de 

CaHA atuando como um sumidouro de cálcio utilizando quimioatração 

para regular positivamente os fibroblastos,45,46e neocolagênese por meio 

de interações diretas entre fibroblastos e microesferas de CaHA.47,48

Nosso conhecimento atual indica que existem vias e interações 

imunológicas complexas em jogo em todas as formulações 

bioestimulantes que são exclusivas de cada uma, conforme apoiado por 

este estudo in vitro. É provável que as várias vias resultem em resultados 

diferentes, alterando, por exemplo, as proporções dos tipos de colagénio 

e outros elementos da matriz extracelular, como a elastina e os 

glucosaminoglicanos, o que acabará por influenciar a estrutura e função 

da pele e dos tecidos moles. É claro que as vias e resultados imunológicos 

também terão alguma variação in vivo, dependendo da genética, do 

envelhecimento e do possível meio patológico em que ocorrem.

O presente estudo revelou uma resposta diferencial a esses 

preenchimentos por macrófagos M1 e M2 e oferece evidências de que uma 

reação inflamatória de corpo estranho está amplamente ausente para CaHA, 

embora existam vários marcadores inflamatórios expressos por macrófagos 

estimulados por PLLA. A diferenciação dos preenchedores com base na 

atividade das células imunes e subsequente atividade dos fibroblastos pode ter 

importantes implicações clínicas. Especialmente à medida que os usos dos 

preenchimentos bioestimulantes se expandem para incluir o tratamento de 

uma área mais ampla para endurecimento da pele e são usados   em múltiplas 

áreas do corpo, é importante compreender a natureza da deposição de 

colágeno induzida pelos tratamentos disponíveis e explorar o impacto dessas 

diferenças. sobre os resultados clínicos em estudos futuros. Esta fascinante 

área de pesquisa requer mais estudos para elucidar esses caminhos e fornecer 

os dados que permitirão aos médicos selecionar intervenções adequadas, 

adaptadas a cada paciente.
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