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Desenvolvimento de um Compósito de Ácido Hialurônico com Microesferas de Fosfato de Cálcio Bifásico para Reparação de Estruturas Anatômicas Subdérmicas
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Resumo. Preenchedores dérmicos são implantes injetáveis constituídos de materiais biológicos (colágeno, gordura autóloga e ácido hialurônico animal) ou sintéticos (PMMA, micropartículas de hidroxiapatita e ácido hialurônico não animal), biodegradáveis ou não, que incluem como características ideais biocompatibilidade, longevidade, perfil não-migratório e capacidade de promover uma correção harmoniosa com aspecto natural. Sua principal indicação é para tratar defeitos de contornos causados por envelhecimento, foto-danos, doenças, traumas ou escarificação. O fato dos enchimentos biodegradáveis serem absorvidos dentro de um ano após a aplicação resultou no surgimento de produtos permanentes e semi-permanentes para oferecer aos pacientes efeitos mais duradouros. Atualmente, uma das estratégias de maior eficácia tem sido o desenvolvimento de scaffolds formados pela combinação de dois ou mais biomateriais buscando o restabelecimento das funções teciduais. As biocerâmicas associadas a polímeros hidrosolúveis têm sido desenvolvidas como substitutos para reparação de tecidos moles com ótima resposta biológica. As partículas de hidroxiapatita funcionam como scaffold para a formação de um novo tecido e estimulam a formação de colágeno em seu entorno, enquanto, o hidrogel carreador produz imediata correção sendo absorvido gradualmente. As partículas de hidroxiapatita fixas no local desencorajam a migração e sua lenta degradação proporciona uma longevidade maior. O objetivo deste trabalho é o processamento e a caracterização de um compósito de Ácido Hialurônico (HA) e de microesferas de Fosfato de Cálcio Bifásico (BCP) com diâmetro inferior a 38 microns, com o intuito de estudar a sua biocompatibilidade (in vitro) visando aplicações injetáveis para reparação de tecidos moles.  Os pós de HA e BCP foram caracterizados através da Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Difração de Raios-X (DRX), e Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Para avaliação do efeito biológico do compósito foram realizados ensaios reológicos. Os componentes apresentaram caracterização compatível para serem usados como preenchedores dérmicos. O compósito de Acido Hialurônico (HA) e do Fosfato de Cálcio Bifásico (BCP) apresentou bicompatibilidade e reologia adequada demonstrando ser um candidato em potencial para restabelecimento de tecidos moles. 
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1.
INTRODUÇÃO


À medida que envelhecemos, nossos rostos começam a mostrar os efeitos da gravidade, exposição solar e dos movimentos dos músculos faciais utilizados durante anos. A pele começa a perder sua aparência jovem apresentando sinais de envelhecimento como rugas periorais, proeminência de dobras nasolabial, rugas em torno dos olhos, desbaste dos lábios. Preenchimentos de tecidos moles estão se tornando uma opção muito boa para melhorar alguns destes sinais e proporcionar uma aparência mais descançada (JACOVELLA, 2008). O material de enchimento ideal deve ser biocompatível, de longa duração, mas não-permante, de fácil aplicação, indolor à injeção, não migrar após aplicação, promover correção estética harmoniosa, provocar mínimas reações adversas, e de baixo custo-benefício (FREDRICKSON, G.H.; TEZEL, A., 2008). O fato dos enchimentos biodegradáveis serem absorvidos dentro de um ano após a aplicação resultou no surgimento de produtos permanentes e semi-permanentes para oferecer aos pacientes efeitos mais duradouros (JACOVELLA, 2008). Existem numerosos materiais para preenchimento utilizados na prática clínica com finalidade cosmética como tratamento temporário não cirúrgico para o rejuvenescimento facial e em indicações médicas, como a lipoatrofia facial, perfilamento do queixo, tratamento do lóbulo auricular, tratamento de cicatrizes e rejuvenescimento de mãos (CARPINTERO, I. S.; CANDELAS, D.; RODRIGUEZ, R. R., 2010). Preenchedores dérmicos são implantes injetáveis constituídos de materiais biológicos (colágeno, gordura autóloga e ácido hialurônico animal) ou sintéticos (PMMA, micropartículas de hidroxiapatita e ácido hialurônico não animal), biodegradáveis ou não, que conforme o tempo de duração no tecido após a aplicação, podem ser de curta duração (até 3 meses), longa duração ou semi-permantentes  (até 3 anos), ou permanentes (mais de 3 anos) (CARPINTERO, I. S.; CANDELAS, D.; RODRIGUEZ, R. R., 2010). O sucesso do tratamento dependerá da seleção do produto mais adequado para cada pessoa ou região anatômica a ser tratada assim como a quantidade de material a ser injetado. (JACOVELLA, 2008; JONES, 2008).
A estrutura físico-química dos preenchedores e suas propriedades reológicas únicas são clinicamente importantes por determinarem como o material se comporta durante e após a injeção. Desta forma, a estrutura físico-química de um gel para preenchimento de tecidos moles deve ser estabelecida durante o processo de preparo pelo ajuste de variáveis como: concentração das moléculas da fase sólida, o método, a porcentagem de ligações cruzadas na fase sólida e a proporção de gel que constitui esta fase (proporção gel-fluido) (OLIVEIRA, S. M; ALMEIDA, I. F.; COSTA, P. C.; ET AL.,2010). Preenchedores de tecidos moles com estruturas físico-químicas distintas se comportam de maneira diferente devido a suas propriedades reológicas (viscosidade, elasticidade e plasticidade). Sob condições fisiológicas, a viscosidade do material refere-se à forma como ele flui a partir da agulha e a elasticidade está relacionada à rigidez ou capacidade de resistir à deformação enquanto ele está sendo injetado. Após a injeção, a viscosidade e o módulo de elasticidade vão influenciar na maneira como o preenchedor resiste às forças de tensão da pele devido aos movimentos faciais (SUNDARAM, H.;VOIGTS, B.; BEER, K., 2010).

É importante também considerar outras variáveis que afetam o material durante a aplicação: calibre da agulha, tamanho de seringa, a força e a técnica de injeção, devido às forças de cisalhamento podem alterar a forma como material flui durante a aplicação, influenciando a sua viscosidade e elasticidade (SUNDARAM, H.;VOIGTS, B.; BEER, K., 2010).
Atualmente, uma das estratégias de maior eficácia tem sido o desenvolvimento de scaffolds formados pela combinação de dois ou mais biomateriais buscando o restabelecimento das funções teciduais. Compósitos formados pela associação de partículas de hidroxiapatita com polímeros para preenchimento dérmico apresentam vantagens únicas sobre seus componentes individualizados, pois combinam a osteocondutividade da hidroxiapatita com a facilidade de processamento dos polímeros para produzir materiais completamente degradáveis e otimizar a resposta biológica reparadora. As partículas de hidroxiapatita funcionam como scaffold para a formação de um novo tecido e estimulam a formação de colágeno em seu entorno, enquanto, o hidrogel carreador produz imediata correção sendo absorvido gradualmente. As partículas de hidroxiapatita fixas no local desencorajam a migração e sua lenta degradação proporciona uma longevidade maior (REDBORD, K. P.; BUSSO, M.; HANKE, C. W., 2011; JACOVELLA, 2008).
Neste estudo, o interesse era desenvolver e caracterizar um compósito injetável constituído de ácido hialurônico, polímero constituinte da matriz extracelular mais utilizado como preenchimento dérmico, e o fosfato de cálcio bifásico (hidroxiapatita + β–TCP), biocerâmica com excelente biocompatibilidade e bioatividade, que apresentasse propriedades potenciais para funcionar como restaurador de tecidos moles. Para isso, formulamos géis com diferentes concentrações do polímero sem reticulação química que os preenchimentos dérmicos exigem, incorporamos BCP na proporção de 30:70 e analisamos seu comportamento reológico.
2.
MATERIAIS E MÉTODOS
As microesferas de fosfato de cálcio bifásico (BCP) na proporção 90:10 em peso de hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2) + β–TCP (Ca3(PO4)2) apresentando faixa de distribuição de diâmetro menor que 38 µm, produzidas pela doutoranda Rachel M. Osthues (OSTHUES, 2012) através da técnica de imiscibilidade de líquidos foram gentilmente doadas por INSIDE MATERIAIS AVANÇADOS LTDA DO BRASIL e misturadas ao ácido hialurônico pó (AH) sintético obtido a partir da fermentação bacteriana produzido por Chengzhi Life Science, PM 1500 KDa, pH 6,52 adquirido da empresa Via Farma Importadora Ltda. do Brasil, para produzir os compósitos de interesse deste estudo. 
Hidrogéis contendo as microesferas de BCP na proporção de 30:70 com três concentrações diferentes de ácido hialurônico, sendo 20 mg/ml, 30 mg/ml e 40 mg/ml foram preparados. Primeiramente, as microesferas de fosfato de cálcio bifásico (BCP) e o ácido hialurônico (AH) foram pesados em balança eletrônica e misturados para homogeneização dos pós.  Em seguida, foi adicionado o volume correspondente de água deionizada a estes materiais em temperatura ambiente lentamente, sob agitação manual constante até dissolução completa e formação do gel. O pH das misturas foi ajustado entre 6.2–6.3. Os hidrogéis obtidos foram límpidos e incolores, sem sólidos evidentes e, portanto, não houve necessidade de filtração. As amostras foram aquecidas a 125 ºC durante 45 e 90 segundos para promover a reticulação. Amostras de hidrogel sem as microesferas de BCP foram preparadas e processadas nas mesmas condições dos compósitos para comparação dos resultados. Cada grupo de amostra foi processado em triplicata de acordo com os procedimentos experimentais propostos, nas quantidades necessárias para as etapas de caracterização físico-química. 

Os pós de HA e BCP foram caracterizados por microscopia eletrônica de varredura (MEV) utilizando equipamento Shimadzu modelo Superscan SSX - 550 após cobrir as amostras com ouro à temperatura ambiente para análise morfológica (forma e tamanho dos grânulos) das micropartículas. Com a finalidade de identificar possíveis traços de contaminantes os pós de AH e BCP foram analisados por espectrometria de energia dispersiva de raios-X (EDS). 
A composição das fases, grau de cristalinidade e tamanho dos cristais das micropartículas de BCP e do polímero pó foram analisados por DRX utilizando difratômetro de pó Shimadzu modelo XRD 7000 operando com radiação de CuKα (λ = 1,5418 Aº), tensão de 30 kV e corrente de 15 a 40 mA. Dados contínuos foram coletados em intervalo angular de 1 a 100 graus em 2θ  com tamanho de passo de 0,02 graus a cada 40s à temperatura ambiente. 
Para confirmação da composição química dos compostos presentes nos materiais, as amostras (pó de BCP, polímero pó, hidrogel puro e o compósito) foram analisadas utilizando espectrofotômetro Nicolet Thermo Scientific 380 com cristal de seleneto de zinco (ZnSe) com espectro entre 400 – 4000 cm-1 , com resolução de 4 cm-1 e 32 escaneamentos. 
O comportamento reológico do hidrogel puro e do compósito foi  avaliado realizando medições de fluxo a 25 °C usando um viscosímetro R/S Rheometer Brookfield® versão 8.1 nº de série 302402 equipado com geometria de cilindros concêntricos, associado a um dispositivo de banho térmico de controle de temperatura, entre 1 e 1000 s-1 e para trás, com um período de 60 s de atraso entre as medições. 

A injetabilidade (extrusão) do hidrogel puro e do compósito foi avaliada utilizando um dispositivo de injeção desenvolvido segundo o modelo proposto por ALVES (2008) que consiste de um êmbolo oco (peso morto) para contenção de água (controle da pressão da aplicação) e um mancal, ambos devidamente nivelados na vertical através de um suporte. O êmbolo apoia-se em uma seringa de polipropileno de 1 mL BD Plastipak® produzida por Becton Dickinson Ind. Cirúr. Ltda., Curitiba, Brasil, conectada a uma agulha hipodérmica BD Plastipak® com diâmetros variados 22G (gauge) ou aproximadamente (0,70 x 25 mm); 24 G (0,55 x 20 mm); 26 G (0,45 x 13 mm).  A seringa foi cheia com o hidrogel e com o compósito e o dispositivo inteiro foi montado.

Foi realizada a quantificação da massa residual do compósito retido na seringa após a aplicação instantânea de uma força de 20 N realizada por uma coluna de água durante 5s (ALVES, 2008). A cada medida foi utilizado novo conjunto de seringa e agulha.

Os experimentos de injectabilidade foram realizados imediatamente e 30 dias após realizados os procedimentos de processamento do compósito. Para cada injeção foi realizada a pesagem da massa da seringa vazia (M0), da massa da seringa cheia (M1), e da massa da seringa após injeção (M2).                     

A injetabilidade do compósito em porcentagem foi calculada a através da Eq. 1.
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Os resultados foram expressos como a força necessária para empurrar a solução para fora a partir da cânula. 
2.3
Resultados e discussão
A micrografia eletrônica de varredura do fosfato de cálcio bifásico mostra uma esfera com diâmetro de 38μm, com uma superfície rugosa, micro e macroporos interconectados na superfície da partícula que permite a penetração de fluidos, células, tecidos e vascularização. Na fig. (1a) observa-se esfera com superfície rugosa e (1b) a superfície da partícula.
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Fig. 1a- Imagem da partícula de BCP.            Fig. 1b- Superfície da partícula de BCP

Os resultados da difração de raios-X das microesferas apresentaram um perfil de difratometria com picos indicativos de hidroxiapatita, fase majoritária e traços de beta fosfato tricálcico, confirmando tratar-se de microesferas do composto BCP (fosfato de cálcio bifásico) (fig. 2). 
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Figura 2- Difratograma das microesferas de BCP

A figura 3 mostra o espectro da análise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) do pó de ácido hialurônico (AH) na faixa espectral de 

2000–400 cm-1. Os resultados da análise revelaram a presença de picos característicos deste material.  As bandas principais indicam C=O no alongamento 1653 e 1617 cm-1 correspondente a amida I e grupos ácidos, respectivamente; o grupo NM em 1563 e 1320 cm-1 (amida II e III); grupo C-O (ácido) em 1411 cm-1 e grupo ácido C–O–C em 1150 cm-1, C–O (exocíclico) e grupos C–C em 1079 cm-1, e o grupo C–OH em 1042 cm-1.
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Figura 3- Espectro FTIR do AH

Os resultados da análise de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) das microesferas de BCP (fig. 4) revelam picos em bandas de 570, 630, 961, 1049 e 1090 cm-1 de PO43-. A banda nítida em 3579 cm-1 caracteriza-se de vibrações do grupo hidroxila. O pico agudo em banda larga perto de 3400 cm -1 são indícios de água adsorvida. Os resultados de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier do ácido hialurônico (AH) e microesferas de hidroxiapatita confirmaram a constituição química dos materiais pela presença de bandas metil, hidroxila, água adsorvida e estrutural na sua constituição.
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Figura 4- FTIR das microesferas de BCP
O comportamento do hidrogel de AH à fluência nas concentrações de 24, 30 e 40 mg/ml foi medido e os dados indicaram que a viscosidade é fortemente dependente da concentração do polímero. A viscosidade aumenta com o aumento da concentração.
O material com viscosidade mais elevada foi amostra aquele com concentração de 40 mg/ml de AH. 
O reograma obtido mostrou que os géis apresentaram comportamento não-newtoniano pseudoplástico sem tixotropia significativa caracterizado por uma diminuição da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento. Segundo Sundaram (2010) um biomaterial com característica injetável deve apresentar preferencialmente uma diminuição da sua viscosidade diante do aumento das taxa e/ou tensão de cisalhamento.

O pH pode influenciar o comportamento pseudoplástico dos géis. 

Quando os géis foram diluídos a plasticidade foi reduzida e consequentemente as propriedades reológicas foram alteradas. Isto demonstra que o comportamento reológico dos hidrogéis é determinado pela estrutura polímero-polímero, pela concentração e pelo efeito solvente-polímero (ALVES, 2006).
O material foi fácil de manusear e apresentou boas propriedades reológicas para a extrusão.
Os resultados mostraram o aumento da injetabilidade e queda da resistência mecânica do hidrogel com o aumento da razão líquido/pó. Neste contexto, constatou-se uma relação de proporcionalidade direta entre a razão líquido/pó e a injetabilidade e uma relação inversamente proporcional para a resistência mecânica.
Os resultados encontrados confirmam o potencial da combinação dos biomateriais, hidrogel de ácido hialurônico e microesferas de BCP para oferecer propriedades reológicas favoráveis para uma formulação injetável para restauração de tecidos moles. 
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Processing and Characterization of a Composite of Hyaluronic acid (HA) and Microspheres Biphasic Calcium Phosphate (BCP) for Dermal Repair.
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Abstract. Dermal fillers are injectable implants made of biological materials (collagen, autologous fat and hyaluronic acid animal) or synthetic (PMMA microparticles of hydroxyapatite and non-animal hyaluronic acid), biodegradable or not, that include features such as ideal biocompatibility, durability, non-profile migration and ability to promote a smooth, natural-looking correction. Its main indication is to treat contour defects caused by aging, photo damage, disease, trauma or scarification. The fact of biodegradable fillers are absorbed within a year after the application results in the emergence of products permanent and semi-permanent in order to provide patients with more lasting effects. Currently, one of the most effective strategies has been the development of scaffolds formed by combining two or more biomaterials seeking the restoration of tissue function. The bioceramic associated with water-soluble polymers have been developed as substitutes for the repair of soft tissues with an appropriate biological response. The objective of this work is the processing and characterization of a composite of hyaluronic acid (HA) and microspheres Biphasic Calcium Phosphate (BCP) in order to study their biocompatibility (in vitro) and rheology in order to dermal repair injectable applications. The HA and BCP passed by the characterization by Infrared Spectroscopy Fourier Transform (FTIR) and X-Ray Diffraction (XRD), and Scanning Electron Microscopy (SEM). To assess the biological effect of the composite were tested for rheological tests. The composite of hyaluronic acid (HA) and the biphasic calcium phosphate (BCP) showed characteristics compatible for use as filler in the dermis.
Keywords: Composite, hyaluronic acid (HA), microspheres biphasic calcium phosphate (BCP), Dermal Filler
