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RESUMO

O processo de envelhecimento estd associado, entre outros fatores, a perda de volume
facial, de estrutura dssea e de colageno, o que resulta em alteragdes visiveis na
sustentacdo e contorno do rosto. A crescente demanda por tratamentos nao cirdrgicos
capazes de promover resultados eficazes e naturais tem impulsionado o
desenvolvimento de novas formulagdes e técnicas voltadas ao rejuvenescimento
tecidual. Nesse cenario, a hidroxiapatita (HA) vem ganhando destaque como um
biomaterial biocompativel e biodegradavel, naturalmente presente nos 0ssos e dentes
humanos, amplamente utilizada em procedimentos estéticos por sua comprovada
capacidade de estimular a producéo de colageno e promover melhora estrutural.
Paralelamente, os preenchedores a base de acido hialurénico (AH) permanecem entre as
principais escolhas clinicas para a restauracéo de volume e elasticidade cuténea, devido
as suas propriedades viscoelasticas e a biocompatibilidade intrinseca. A associacao
entre HA e AH ja é relatada na literatura como uma estratégia promissora para combinar
a sustentacdo estrutural conferida pela ceramica com o efeito hidratante e moldavel do
polimero. Entretanto, a adicdo de antioxidantes a essa combinacgao surge como uma
inovacédo potencialmente benéfica, pois pode interferir nas vias de degradacédo do acido
hialurdnico mediadas por espécies reativas de oxigénio (EROs), prolongando a
durabilidade do material e preservando suas propriedades mecanicas. Tal abordagem,
contudo, ainda ndo é explorada em formulagGes comercialmente disponiveis no Brasil.
Assim, o presente trabalho tem como objetivo analisar os efeitos da adi¢éo de particulas
de hidroxiapatita e do antioxidante glutationa (GSH) a um preenchedor dérmico de
acido hialurénico reticulado. Para isso, a hidroxiapatita foi sintetizada em laboratério e
caracterizada por difracdo de raios X (DRX), confirmando a formacdo de uma fase pura
e cristalina. Posteriormente, foi realizado ensaio reoldgico da formulacdo contendo HA
e GSH, a fim de avaliar o comportamento viscoelastico do composito. Os resultados
obtidos demonstram que a modificagcdo proposta altera as propriedades mecénicas e
estruturais do material, evidenciando o potencial dessa abordagem para o
desenvolvimento de preenchedores dérmicos inovadores, mais estaveis e com maior
desempenho funcional.
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INTRODUCAO

O envelhecimento é classificado em dois grupos originados de fatores intrinsecos e
extrinsecos. O processo hormonal e bioquimico é responsavel pelo envelhecimento
intrinseco. A radiacdo ultravioleta (UV) € conhecida como um fator extrinseco no
processo de envelhecimento intrinseco devido as alteracdes histologicas e funcionais. O
envelhecimento intrinseco estd associado a atrofia dérmica, reducdo do numero de
fibroblastos dérmicos, fragmentacdo de fibras elésticas, reducdo do conteldo de
colageno e celularidade. O envelhecimento extrinseco ocorre com o0 crescimento de
elastina anormal e glicosaminoglicanos (GAGs), aumento do nimero de fibroblastos e
reducdo no conteudo e atividade das fibras de colageno (1).

Uma pesquisa feita pela Sociedade Internacional de Cirurgia Plastica Estética, em
2020, mostrou que o Brasil ocupa o terceiro lugar em numero de procedimentos
estéticos ndo cirdrgicos com uso de injetaveis e em quinto lugar nos tratamentos
rejuvenescimento facial (2). Tem-se observado o aumento na busca de procedimentos
ndo cirurgicos para tratamento de rejuvenescimento da face e corpo por causa do
reduzido tempo de inatividade e menor chance de complicacdes. Além disso, a mudanca
de mentalidade no gerenciamento do envelhecimento. Os tratamentos envolvem a forma
tridimensional com restituicdo de volume, ao invés de preencher rugas isoladas. Este
comportamento levou ao aumento de preenchedores disponiveis no mercado.

Nesse contexto, para explicar o desempenho destes biomateriais € necessario
identificar as caracteristicas fisicoquimicas e determinar as propriedades de cada
material (3) O uso de substancias com potencial de estimular a sintese de colageno é
uma abordagem baseada nas propriedades do biomaterial para estimular a
neocolagénese, neoelastogénese, angiogénese, e proliferacdo de fibroblastos (4). Os
bioestimuladores sdo classificados de acordo com a sua durabilidade e absorc¢do pelo
organismo por meio do processo de fagocitose. Alguns exemplos de bioestimuladores
sdo a base de hidroxiapatita (HA) (5). O uso da HA foi inicialmente aprovado pela US
Food and Drug Administration (FDA), em 2001, como um implante injetavel para ser
um marcador radiografico em tecido mole. Em 2006, a FDA aprovou esse biomaterial
com designacdo comercial Radiesse® (MerzAesthetics,Raleigh,NC) como um
preenchedor a base de Ha para uso em sulcos naso-labiais e em pacientes com virus
HIV associados com lipoatrofiafacial (3).

As pesquisas indicam a possibilidade da mistura prévia do preenchedor de AH com a
HA. O objetivo de combinar HA com AH ¢ duplo. Primeiro, a combinacdo aproveita a
alta rigidez da HA e a textura suave do AH para criar um gel que levanta
substancialmente o tecido de modo mais suave, mais maleavel e mais facil de injecéo do



que o Ha puro (6). Segundo, a medida que o AH se degrada lentamente, o efeito
bioestimulatdrio da HA leva a colagénese tardia.

Sabe-se que a degradacdo AH ocorre por duas vias principais no organismo, sendo
uma a via enzimatica, mediada pelas hialuronidases, e outra a ndo enzimatica,
predominantemente por processos oxidativos. A literatura mostra que as hialuronidases
sdo capazes de clivar as ligagdes do polimero, reduzindo rapidamente sua viscosidade e
fragmentando a cadeia em oligossacarideos menores, o que explica a curta meia-vida do
AH nos tecidos. Além disso, 0 AH é altamente suscetivel ao ataque de espécies reativas
de oxigénio (EROs), produzidas naturalmente durante processos inflamatorios e
metabolicos, que promovem clivagem oxidativa e aceleram a perda de integridade do

gel.(7)

Sendo assim, a adicdo da glutationa ao composito tem a funcdo de retardar a
degradacdo oxidativa do material no organismo. Isso ocorre porque a glutationa € um
potente antioxidante endogeno, amplamente distribuido nos tecidos, capaz de
neutralizar EROs. A presenca de glutationa no sistema atua promovendo a doagdo de
elétrons e estabilizando essas moléculas reativas antes que alcancem o polimero,
diminuindo assim a taxa de quebra das ligacdes glicosidicas. Além disso, ao reduzir o
estresse oxidativo local, a glutationa contribui para um microambiente mais estavel,
preservando a integridade estrutural do hidrogel e potencializando o desempenho clinico
do material. Dessa forma, a glutationa ndo apenas prolonga a estabilidade do compdsito,
mas também pode contribuir para um perfil biolégico mais favoravel apds a
aplicacdo.(8)(9)

METODOLOGIA

O AH utilizado foi obtido de maneira comercial, possui 20 mg/mL, é estabilizado via
tecnologia NASHA, que utiliza reticulacdo leve com BDDE (nivel <1%). A HA foi
sintetizada no laboratério de cerdmicas do Instituto Militar de Engenharia. O
antioxidante escolhido para o estudo foi a glutationa que foi obtida também de maneira
comercial por farmécia de manipulacdo. Todos os reagentes foram utilizados sem
purificacdo adicional.

A sintese da HA ocorreu por meio de rea¢des controladas entre solugdes de Ca(OH)2,
H3PO4 e é&cido latico, utilizando um protocolo sequencial com etapas de mistura,
controle de pH e envelhecimento dos precipitados. Foi realizado entdo processo de
lavagem e filtragem, logo ap6s, o material passou por secagem em estufa. O po foi,
entdo, desagregado utilizando um almofariz de agata e peneirado para a obtencdo de
particulas uniformes e adequadas para analises subsequentes.

A difracédo de raios X (DRX) foi empregada com o objetivo de caracterizar estrutural e
cristalograficamente o pd de hidroxiapatita sintetizado, permitindo avaliar a organizagéo
cristalina do material, sua composicao de fases e o grau de cristalinidade, parametros



fundamentais para biomateriais destinados a aplicacdes médicas e odontolégicas.(10) O
ensaio foi realizado no laboratério de caracterizacdo de materiais do Instituto Militar de
Engenharia (IME) em um difratdmetro de raios X equipado com tubo de radiagao Ko de
cobalto (A = 1,79 A), adequado para a andlise de materiais cerAmicos a base de calcio e
fosforo.(11) As andlises foram conduzidas a temperatura ambiente, em modo de
varredura continua, em uma faixa tipica de 20 adequada a identificagdo das principais
reflexdes da hidroxiapatita, com passo de varredura e tempo de contagem fixados de
forma a garantir boa resolucdo dos picos e adequada relacdo sinal-ruido.(10) Os dados
de DRX obtidos foram processados no software HighScore, onde se realizou corre¢édo
da linha de base, suavizacdo do sinal e procedimento de busca e comparagdo com o
banco de dados cristalogréficos da ICDD, utilizando fichas de hidroxiapatita como
referéncia para a indexacdo dos picos e determinagdo da estrutura cristalina. O
difratograma tratado foi entdo exportado e plotado no software Origin®, que foi
utilizado para a apresentacdo grafica dos resultados e para as analises complementares
descritas na secao de resultados e discussao.

Além disso, reologia foi empregada com o objetivo de caracterizar o comportamento
viscoelastico da mistura completa desenvolvida neste trabalho, composta por gel de
acido hialurénico, hidroxiapatita e glutationa, uma vez que propriedades como maodulo
elastico (G'), mddulo viscoso (G") e viscosidade complexa estdo diretamente
relacionadas a capacidade de injecdo, escoamento, coesao e sustentacdo do material em
aplicacbes médico-odontoldgicas. Os ensaios foram realizados no laboratério de
reologia da Universidade Federal Fluminense (UFF), em redmetro rotacional de
varredura oscilatoria, equipado com geometria de placas paralelas, mantendo-se a
temperatura controlada em valor proximo ao fisiolégico, de forma a simular as
condi¢des de uso clinico. Inicialmente, foi realizada uma varredura de amplitude em
regime oscilatorio, em faixa crescente de deformacgao (y), com frequéncia angular fixa, a
fim de determinar a regido de viscoelasticidade linear (LVR) da mistura, ou seja, 0
intervalo de deformacéo no qual G' e G" permanecem aproximadamente constantes e 0
material responde de forma predominantemente elastica-viscosa sem danos estruturais
significativos. Definida a LVR, procedeu-se a varredura de frequéncia, mantendo-se a
deformacgdo dentro dessa regido e variando-se a frequéncia angular em uma faixa
adequada para geis a base de acido hialurénico, de modo a avaliar a dependéncia de G',
G" e da viscosidade complexa com o tempo de solicitagdo mecanica.(12) Em todas as
etapas, os dados reoldgicos da mistura completa foram registrados pelo software do
equipamento e posteriormente exportados para o Origin®, onde foram plotados os
graficos e calculados pardmetros complementares, que embasam as analises
apresentadas na secédo de resultados e discusséo.

DISCUSSAO

A caracterizacdo por difracdo de raios X (Figura 1) confirmou que a hidroxiapatita
sintetizada apresenta fase dnica e perfil cristalografico compativel com a HA



estequiométrica descrita na literatura, com picos bem definidos e auséncia de fases
secundarias detectaveis. Esse resultado indica que o protocolo de sintese adotado foi
eficiente para obter um material cristalino e quimicamente estavel, semelhante as nano-
hidroxiapatitas empregadas em aplicacfes biomédicas e em scaffolds para substituicdo
Ossea, 0 que é fundamental para assegurar comportamento bioativo previsivel e boa

integracdo tecidual. (10,11)

Figura 1 — Difratograma HA
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Do ponto de vista conceitual, a proposta de incorporar glutationa ao sistema AH/HA se
apoia em evidéncias de que a degradacdo do &cido hialurdnico ndo ocorre apenas por
acdo enzimética, mas também por vias oxidativas mediadas por espécies reativas de
oxigénio, que aceleram a clivagem das cadeias e reduzem a vida util clinica do gel. (7)
Nesse contexto, antioxidantes como a glutationa, j& estudados em formulaces de
hidrogéis e sistemas topicos com capacidade de sequestrar EROs, tém potencial para
modular o microambiente oxidativo e retardar a degradagéo do polimero. (8,9) Embora
0 presente estudo ndo tenha avaliado diretamente a cinética de degradacdo, a
manutencdo de um comportamento reologico tipico de gel estruturado sugere que a
adicdo de GSH ndo compromete a integridade da rede tridimensional do preenchedor,
configurando uma abordagem promissora para aumentar a estabilidade do material sem
recorrer apenas ao aumento do grau de reticulacdo, que pode impactar negativamente a

biocompatibilidade.



A analise reoldgica da mistura completa de &cido hialurénico, hidroxiapatita e
glutationa demonstrou perfil viscoelastico compativel com o esperado para
preenchedores destinados a sustentacdo tecidual, com predomindncia do mddulo
elastico (G’) sobre o moddulo viscoso (G’’) na faixa de frequéncias avaliada e
manutengdo de uma regido de viscoelasticidade linear bem definida. Esse
comportamento indica um gel de carater predominantemente sélido, com boa coesédo
interna e capacidade de suportar deformacbes sem perda imediata de estrutura,
caracteristicas desejaveis em materiais utilizados para restauracao de volume e contorno
facial. Resultados semelhantes s@o descritos em estudos que correlacionam altos valores
de G’ e comportamento pseudoplastico com melhor capacidade de projecdo e
moldagem clinica em géis de AH corporais e faciais. (12) A presenca de particulas
ceramicas dispersas na matriz polimérica tende a aumentar a rigidez e a resisténcia a
deformacéo do sistema, o que pode explicar a modificagcdo das propriedades mecéanicas
observada em relacdo ao comportamento esperado para géis de AH isolados, reforcando
o0 papel da HA como componente estruturante do composito.

Quando se consideram em conjunto os achados estruturais e reoldgicos, 0 compasito
desenvolvido neste trabalho se apresenta como uma plataforma promissora para a
concepcao de preenchedores dérmicos com dupla funcdo: sustentacdo mecanica,
decorrente da presenca de HA cristalina, e potencial modulacdo da degradacdo
oxidativa, associada a incorporacdo de glutationa. Essa combinacdo estd em
consonancia com a tendéncia atual de desenvolvimento de biomateriais “inteligentes”,
capazes ndo apenas de restaurar volume, mas também de interagir de forma mais
favoravel com o microambiente tecidual, reduzindo estresse oxidativo e preservando as
propriedades do gel por mais tempo. No entanto, é importante destacar que 0s
resultados aqui apresentados se restringem a caracterizagdo estrutural da HA e ao
comportamento reoldgico do composito, sendo necessarios estudos complementares de
degradacdo in vitro, citotoxicidade, resposta inflamatoria e desempenho clinico para
confirmar o real impacto da adicdo de glutationa na durabilidade e seguranca do
material.

CONCLUSAO

Este estudo se configura como um passo inicial no desenvolvimento de um compdsito
de AH com HA e GSH com potencial aplicacdo em rejuvenescimento facial, sobretudo
em contextos onde se busca maior estabilidade, efeito bioestimulador e perfil de
degradacdo mais controlado. A confirmacgéo da fase pura de hidroxiapatita sintetizada e
o comportamento reolégico compativel com preenchedores estruturais sustentam a
viabilidade desta proposta de inovagdo tecnoldgica, abrindo perspectivas para ajustes
futuros de formulacdo, comparacdo direta com preenchedores comerciais e avaliagdo
em modelos bioldgicos e clinicos.
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