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Abstrato

Introducao:A resposta inicial dos macréfagos as substancias bioestimulantes é fundamental na
determinagdo do comportamento subsequente dos fibroblastos e na organizagao do colageno
recém-sintetizado. Embora estudos histolégicos sugiram que o preenchimento de
hidroxilapatita de calcio (CaHA) inicia uma resposta de cura regenerativa com deposicao de
colageno e elastina semelhante ao tecido natural e saudavel, em vez de uma resposta
inflamatdria com fibrose, a atividade relativa dos macréfagos estimulados por CaHA, bem como
como esta atividade comparado ao induzido por outros preenchedores bioestimulantes, ndo foi
explorado. O objetivo do estudo é caracterizar a resposta in vitro de macréfagos a dois
preenchedores bioestimulantes, CaHA e PLLA (acido poli-L lactico), e avaliar seu potencial
inflamatério.

Métodos:Macréfagos humanos primarios foram incubados com duas dilui¢cdes (1:50 e 1:100) de
CaHA ou PLLA comercialmente disponivel. Apés 24 h de incubacdo, um array de inflamacgé&o foi
utilizado para rastrear a expressado de 40 citocinas, liberadas por macréfagos. ELISA foi usado
para confirmar os resultados da matriz.

Resultados:Quatro citocinas foram significativamente reguladas positivamente em macréfagos M1
incubados com PLLA em comparac¢do com controles nao estimulados e CaHA: CCL1 (p<0,001), TNFRII (p
<0,01), MIP-1a (p<0,05) e IL-8 (p<0,001). Em macréfagos M2, MIP-1a (p<0,01) e MIP-1[3 (p<0,01) foram
significativamente regulados positivamente pelo PLLA em compara¢do com CaHA e controles ndo
estimulados.

Conclusao:juntas, estas descobertas indicam que o modo de acdo do CaHA é uma resposta ndo
inflamatéria, enquanto o PLLA inicia a expressdo de vdrias citocinas conhecidas por desempenharem
um papel na inflamagdo. 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 agdo.
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1|INTRODUCAO

A hidroxilapatita de célcio (CaHA, Radiesse®; Merz North America, Raleigh, NC)
é um enchimento bioestimulatério biocompativel, biodegradavel e reabsorvivel
que consiste em microesferas de hidroxilapatita de calcio (CaHA) (25-45 pm de
didmetro) suspensas em um transportador de gel de carboximetilcelulose
aquoso a 70%. As indicagdes 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 maos; e
melhoria do contorno da mandibula.1-4No entanto, o CaHA é frequentemente
usado off-label para revolumizagdo de outras areas do rosto e do corpo e
também é usado na forma diluida para endurecer a pele.1,35Embora
fisicamente distintos,sna clinica, o CaHA é frequentemente considerado junto
com o 4cido poli-L-lactico (PLLA; Sculptra®, [Galderma, Lausanne, Suica]) como
uma opgao para revolumiza¢do baseada em bioestimulagao.

CaHA e PLLA diferem em varios aspectos. Primeiro, os dois enchimentos
sdo mecanicamente distintos. O preenchimento de CaHA fornece reposi¢do
imediata de volume por meio do gel transportador de carboximetilcelulose, que
é posteriormente substituido ao longo do tempo por coldgeno nativo induzido
pelas microesferas de CaHA.7Essa neocolagénese mantém o volume fornecido
inicialmente pelo gel carreador, além de melhorar a qualidade e espessura da
pele.ssEm contraste, o PLLA cria volume exclusivamente através da promogao
de uma resposta inflamatéria subclinica de corpo estranho, que promove a
sintese de coldgeno que se torna aparente como volume ao longo de vérios
meses.ioPara o PLLA, os aumentos de volume observados imediatamente apds
a injecdo estdo relacionados ao inchago e a suspensdo de microparticulas e
diminuem dentro de algumas horas a alguns dias.e

Além disso, CaHA e PLLA sdo quimicamente distintos e levam a neocolagénese
através de diferentes vias. As vias imunoldgicas sdo determinadas logo ap6s a injegao
e envolvem o recrutamento diferencial de células imunes. Imediatamente apds a
injecdo, o material é circundado por sangue de vasos lesionados, lipidios, agucares,
fons e proteinas (por exemplo, albumina, fibrinogénio, fibronectina, vitronectina e
gamaglobulinas), que sdo adsorvidos na superficie da particula em poucos minutos.
Mesmo nesta fase muito inicial, as diferentes propriedades superficiais do CaHA e do
PLLA provavelmente levam a ligagdo de colegdes distintas de proteinas extracelulares
e a uma divergéncia de vias que levam a neocolagénese.11As particulas de CaHA
funcionam como uma estrutura para apoiar a fungdo dos fibroblastos residentes e
induzir caminhos para multiplos aspectos da regeneragdo da matriz extracelular
(ECM), tais como sintese de HA, angiogénese e organizacdo de colageno, elastina e
proteoglicanos.i2Além disso, estudos histoldgicos sugerem infiltracdo minima de
células inflamatdrias, levando potencialmente a restauragdo da estrutura e fungéo

normais da pele.13-15

A resposta tecidual do PLLA parece ser de natureza mais inflamatéria,
e a adsorcdo de proteinas é sequida por infiltracdo de neutroéfilos e
macréfagos do Dia 2 ao Dia 10 apds a injecdo. Por volta de 1 més,
mastdcitos, macréfagos mononucleares, células de corpo estranho e
linfécitos cercam as microparticulas de PLLA e, como resultado dessa
reacdo de corpo estranho, as particulas de PLLA sdo encapsuladas por
colageno tipo III mais imaturo e menos organizado, enquanto mais
organizado e colageno tipo maduro I ndo é encontrado préximo as
particulas de PLLA ou ao infiltrado celular circundante e é observado

apenas na periferia das reagdes granulomatosas.s,11,16Esses diferenciais

as respostas das células imunes e os padrdes distintos de neocolagénese sugerem
modos de acdo distintos que provavelmente ocorrem através da divergéncia precoce
das vias de resposta dos tecidos.

A atividade dos macréfagos dita o comportamento dos fibroblastos e
é critica para o recrutamento de células imunes e as cascatas de
sinalizagdo que suportam a migragdo e atividade dos fibroblastos,
proliferacdo, diferenciacdo e/ou vias profibréticas.17Neste estudo, a
atividade dos macréfagos M1 e M2 e o perfil de expressdo de citocinas
induzido por CaHA e PLLA foram examinados nos esforcos para

compreender melhor a resposta dos macréfagos a estes materiais.

2| METODOS

2.1 | Preenchimentos e controles

CaHA (Radiesse®, Merz North America, Raleigh, NC, EUA) e PLLA
(Sculptra®, Galderma, Lausanne, Suica) foram adquiridos e testados em
ensaios de microfagos humanos em microplacas de cultura de 96 pocos.
Lipopolissacarideo (LPS) 100 ng/mL deEscherichia colie interleucina-4
recombinante humana (IL-4) 20 ng/mL foram incluidos como controles
para as popula¢des de macréfagos M1 e M2, respectivamente. O Meio de
Geragdo de Macréfagos M1 DXF foi usado para cultivar macréfagos M1, e
o Meio de Geragdo de Macréfagos M2 DXF foi usado para cultivar

macréfagos M2 (Promocell, Heidelberg, Alemanha).

2.2|Cultura de células

M1 (macréfagos M1 de doador inico hMDM-GMCSF(-)-c [Promocell, Heidelberg,
Alemanha)) e M2 (macréfagos M2 de doador tnico hMDM-GMCSF(-)-c
[Promocell, Heidelberg, Alemanha]) foram descongelados e deixados recuperar
por 20min em meio frio. As células foram centrifugadas a 350xgdurante 15
minutos a temperatura ambiente e o sedimento celular foi ressuspenso no
meio apropriado. As contagens de células foram ajustadas para 100.000
células/cmzpara macréfagos M1 e 200.000 células/cmzpara macréfagos M2. As
células foram incubadas durante a noite numa placa de 96 pocos a 37°C. O
meio de cultura celular foi trocado e reduzido de 150pL/pogo para 50pL/pogo.
As 24 horas ap6s o plaqueamento inicial, 100 pL de meio contendo enchimento
diluido com meio (1:50 e 1:100 Radiesse; 1:50 e 1:100 Sculptra) ou volumes
correspondentes de meio sozinho foram transferidos para pocos de ensaio

para atingir um volume de ensaio final de 150pL/pogo.

2.3| Andlise 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 evaporacdo entre
pocos e depois congelados a -80°C até a andlise. As amostras foram centrifugadas a
10.000x 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 a capacidade minima desses produtos de

preenchimento iniciarem uma liberagéo significativa de citocinas
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em comparagado com substancias inflamatérias estabelecidas, os niveis de libertagdo
de citocinas observados foram baixos. Por esta razdo, nos resultados das amostras
onde foi observada uma tendéncia a partir da matriz de triagem, ELISA quantitativo foi
utilizado para confirmar a presenca ou auséncia de significancia (IL-8 [Abcam
ab214030], MIP-1a [Abcam ab214569] e MIP-1B [Abcam ab100597]). A andlise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA unidirecional com teste de comparagdes
multiplas de Turkey, com variancia combinada Unica. Todas as experiéncias foram

realizadas pelo menos em triplicado.

3| RESULTADOS

3.1] Macréfagos M1
Nenhuma das 40 citocinas testadas na triagem mostrou expressdo aumentada
em macréfagos M1 ap6s incubagdo com CaHA em comparagdo com o0s

controles ndo estimulados. No entanto, as culturas de M1

CCL1 Array M1
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macréfagos incubados com PLLA demonstraram niveis significativamente
mais elevados de quatro citocinas em comparacdo com o controle ndo
estimulado e dilui¢des de CaHA (figura 1): ligante 1 de quimiocina (motivo
CC) (CCL1), receptor II do fator de necrose tumoral soltvel (STNFR2) e
proteina alfa inflamatéria de macréfagos (MIP-1a) (figura 1). A
significancia para MIP-1a foi confirmada via ELISA, e as tendéncias para
interleucina 8 (IL-8) observadas no ensaio de triagem foram avaliadas com
ELISA e mostraram-se significativas.

Os niveis médios de CCL1 nos macréfagos M1 apds incubagdo com
diluicdes de PLLA de 1:50 (31.880 unidades médias de fluorescéncia [MFU]) e
1:100 (27.550 MFU) foram significativamente maiores do que os niveis
detectados ap6s incubacdo com diluicdes 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 niveis de STNFR2, foi
significativamente maior apés a incubagdo com diluigdo de PLLA de 1:50 (12.832
MFU) do que ap6s incubagdo com diluicdes de CaHA de 1:50 (4.877 MFU) e
1:100 (4.008 MFU) (p<0,01 ep<0,01, respectivamente). Niveis de MIP-1a
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FIGURA 4 Niveis de citocinas em macréfagos M2 apés 24 h

incubagdo com CaHA ou PLLA confirmada com ELISA.

apos incubagdo com diluicdo de PLLA 1:50 (50172 MFU) foram
significativamente maiores que o controle. Isto foi confirmado via ELISA,
que mostrou uma diferenca significativa na expresséo entre CaHA 1:50 e
PLLA 1:50 (258,7 ng/mL e 387,7 ng/mL) (Figura 2). Os niveis de IL-8 apds
incubacao com dilui¢do de PLLA de 1:50 (6.430 ng/mL) também foram
significativamente maiores do que os niveis detectados apés incubagéo
com dilui¢des 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| Macréfagos M2

Semelhante aos resultados com os macréfagos M1, nenhuma das 40
citocinas na triagem mostrou expressdo aumentada ap6s incubagéo de
macréfagos M2 com CaHA em comparagdo com o controle ndo
estimulado. No entanto, o MIP-1 apresentou expressao
significativamente elevada apds incubacdo de macré6fagos M2 com PLLA (
Figura 3). Niveis elevados de MIP-1f3 e MIP-1a foram confirmados por
ELISA (Figura 4). A IL-8 foi elevada para PLLA 1:50 em comparagdo com
CaHA 1:50 e controles, mas isso ndo alcangou significancia estatistica no
ensaio de triagem.

Os niveis médios de MIP-1a ap6s incubagdo com dilui¢do de PLLA de 1:50
(3,6 ng/mL) foram significativamente maiores do que apds incubagdo com
diluicdo de CaHA de 1:50 (1,7 ng/mL). Os niveis de MIP-1( apés incubagdo com
diluicdo de PLLA de 1:50 (6,648 ng/mL) foram significativamente maiores do
que apds incubagdo com diluicdo de CaHA de 1:50 (1,746 ng/mL).

4|DISCUSSAO

As citocinas e quimiocinas compreendem um grande grupo de proteinas

que coordenam a resposta imunolégica em todo o corpo. M1

Journal of
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os macréfagos podem fagocitar células mortas e bactérias, mas também
secretam proteinas que promovem a deposi¢do de coldgeno, a angiogénese, a
formacgdo de tecido de granulacéo, a reepiteliza¢do e a ativagdo de outras
células do sistema imunolégico. Estudos anteriores descobriram que a
estimulacdo in vitro com IFN-y e LPS de macréfagos M1 induz um perfil de
producdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1 e IL-6.18,19Em
contraste, os macré6fagos M2 respondem produzindo niveis mais baixos de
citocinas pré-inflamatérias, como IL-12, IL-18 e TNF-q, e niveis mais elevados de
citocinas anti-inflamatérias TGF-B e IL-10, o que sugere uma atividade mais
regenerativa. papel no processo de cura.is8

Neste estudo pré-clinico, nenhuma das 40 citocinas testadas apresentou
expressdo significativamente aumentada em macréfagos M1 ou M2 quando
incubadas com CaHA além daquela exibida pelo controle negativo. Em
contraste, quando estimuladas por PLLA, 4 citocinas apresentaram elevacdes
significativas em macréfagos M1 e 2 em macréfagos M2. Estes resultados
sugerem um baixo potencial inflamatdrio para CaHA em comparagdo com
PLLA, o que é consistente com pesquisas anteriores que ndo conseguiram
identificar uma resposta inflamatéria a matriz do gel CaHA.14

Neste estudo, as citocinas aumentaram na cultura celular com
macréfagos M1 ou M2 suplementados com PLLA, masndoCaHA foram
sTNFR2, CCL1, MIP-1a, MIP-1f3 e IL-8. Cada uma dessas citocinas tem um
papel direto na inflamagdo. O sSTNFR2 é clivado apés a ativagdo do TNFRII
e, portanto, atua como um substituto para a medi¢do da atividade do
receptor.200 TNFRII é um dos receptores do fator de necrose tumoral a
(TNFa), uma proteina sinalizadora essencial no sistema imunolégico inato
e adaptativo que desempenha um papel critico na regulacdo positiva e
negativa da atividade regulatéria das células T (Treg). As evidéncias
sugerem que o TNFRII contribui para a modula¢do imunoldgica através da
ativagdo celular e do recrutamento e proliferacdo de células imunolégicas.
21-27CCL1 é uma quimiocina produzida por monécitos/macréfagos
ativados, linfécitos T e células endoteliais que é principalmente um
quimioatraente para mondécitos/macréfagos, linfocitos e neutroéfilos.2s-32
Acredita-se que desempenhe um papel importante nos processos
inflamatérios,33e dados os resultados dos experimentos neste estudo, o PLLA
pode induzir a expressao de CCL1 por ativagdo de macréfagos. MIP-1a
(também conhecido como CCL3) é uma quimiocina quimiotatica inflamatéria
conhecida por ser secretada por macréfagos que recruta células inflamatérias,
promove a cicatrizagdo de feridas e mantém a resposta imune efetora. As
células que liberam MIP-1a estdo aumentadas nos locais de inflamagao e
ajudam a recrutar macréfagos, linfécitos e eosinéfilos.34,35Assim como o
MIP-1a, o MIP-1B (também conhecido como CCL4) é uma quimiocina
quimiotética que promove a inflamacdo através do uso de um receptor
compartilhado, o CCR5. O CCRS é expresso em macréfagos, células dendriticas
e células T auxiliares 1 ativadas, resultando no recrutamento de mondcitos/
macréfagos, células natural killer e populagdes de células T.34,36-38A IL-8 é
amplamente utilizada como marcador diagnoéstico para condi¢des inflamatoérias
traumaticas e é conhecida por contribuir para a progressao tumoral.39-41
Sabe-se que a IL-8 contribui para a indugdo de quimiotaxia por
neutrofilos, linfécitos, mondcitos e macréfagos.az,43

Tomados em conjunto, estes marcadores sugerem um perfil inflamatério
aumentado para o PLLA, bem como uma auséncia consistente de atividade
inflamatéria para o CaHA. Esta resposta inflamatéria diferencial apoia a nossa

compreensdo atual do mecanismo de
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acdo seguindo vias diferentes daquelas do PLLA, proporcionando um
ambiente que conduz a regeneracao dos elementos arquiteténicos
organizados da matriz extracelular, em vez do encapsulamento e
deposicdo de coldgeno do tipo fibroplasia que é observado na resposta de
corpo estranho ao PLLA.6,15,44Existem varias hipéteses de trabalho para
explicar o modo de agdo aparentemente Unico do CaHA que diverge da
resposta a corpo estranho do PLLA e de outras formulac¢ées
bioestimulantes. Entre essas hipdteses estdo publicados modelos de
CaHA atuando como um sumidouro de célcio utilizando quimioatracdo
para regular positivamente os fibroblastos,4s,46e neocolagénese por meio
de interagdes diretas entre fibroblastos e microesferas de CaHA.47,48
Nosso conhecimento atual indica que existem vias e intera¢des
imunoldgicas complexas em jogo em todas as formulagdes
bioestimulantes que sdo exclusivas de cada uma, conforme apoiado por
este estudo in vitro. E provavel que as vérias vias resultem em resultados
diferentes, alterando, por exemplo, as propor¢des dos tipos de colagénio
e outros elementos da matriz extracelular, como a elastina e os
glucosaminoglicanos, o que acabara por influenciar a estrutura e fungdo
da pele e dos tecidos moles. E claro que as vias e resultados imunolégicos
também terdo alguma variagdo in vivo, dependendo da genética, do

envelhecimento e do possivel meio patoldgico em que ocorrem.

O presente estudo revelou uma resposta diferencial a esses
preenchimentos por macréfagos M1 e M2 e oferece evidéncias de que uma
reacdo inflamatdria de corpo estranho estd amplamente ausente para CaHA,
embora existam varios marcadores inflamatérios expressos por macréfagos
estimulados por PLLA. A diferenciagdo dos preenchedores com base na
atividade das células imunes e subsequente atividade dos fibroblastos pode ter
importantes implicagdes clinicas. Especialmente a medida que os usos dos
preenchimentos bioestimulantes se expandem para incluir o tratamento de
uma area mais ampla para endurecimento da pele e sdo usados em multiplas
areas do corpo, é importante compreender a natureza da deposicdo de
coldgeno induzida pelos tratamentos disponiveis e explorar o impacto dessas
diferengas. sobre os resultados clinicos em estudos futuros. Esta fascinante
area de pesquisa requer mais estudos para elucidar esses caminhos e fornecer
os dados que permitirdo aos médicos selecionar interven¢des adequadas,

adaptadas a cada paciente.

5| CONCLUSAO

Os niveis de citocinas em macréfagos humanos M1 e M2 apds incubacdo
com CaHA foram semelhantes aos controles, indicando que o CaHA tem
potencial ndo inflamatdrio. Juntamente com estudos histolégicos
anteriores que indicam que o CaHA ndo inicia uma resposta inflamatéria,
este estudo fornece evidéncias adicionais para apoiar a hipdtese de que o
modo de agdo do CaHA segue uma via mais regenerativa e o PLLA segue

uma resposta de corpo estranho mais inflamatéria.
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