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RESUMO

Preenchimentos injetaveis de tecidos moles podem fornecer um componente importante da
regeneracao facial em termos de reestruturacdo e restauracdo de volume sem consideravel
inconveniente para o paciente e longo tempo de recuperagdo. Os preenchimentos com gel de
acido hialurdnico (AH) sdo os materiais mais comumente utilizados para propdsitos dérmicos
a fim de aumentar os tecidos moles devido as suas propriedades e vantagens sobre outros
materiais de preenchimento alternativos. Uma das principais desvantagens, ou seja, associada
ao uso de preenchedores, € a contaminacéo e possivel infeccdo que poderia ocorrer devido as
propriedades do proprio material, ao uso inadequado do produto ou a falta de condigdes de
esterilizacdo. Normalmente, os injetores durante o procedimento ndo utilizam toda a seringa
de preenchimento de uma sO vez, e armazenam o material restante para uso posterior, para
completar o tratamento dos pacientes devido ao alto custo associado. No entanto, uma das
principais preocupagdes associadas ao armazenamento do preenchimento a ser reutilizado é a
possibilidade de contaminagdo microbiana. Esta pratica ndo € recomendada pelos fabricantes
das cargas, pois a esterilidade dos produtos abertos ndo é garantida. Experimentos anteriores
mostraram que diferentes espécies de bactérias podem crescer em um meio como o &cido
hialurénico e desenvolver um biofilme robusto. Os biofilmes podem ser definidos como um
aglomerado de celulas bacterianas embebidas em uma matriz. Uma vez formado o biofilme,
ndo e facilmente penetrdvel pelo sistema imune inato ou por qualquer antibidtico. A
ampicilina é um dos principais agentes antimicrobianos empregados para o tratamento de
infeccBes associadas a biofilmes formados por Staphylococcus epidermidis em materiais de
preenchimento de AH. A pressdo antibiotica geralmente produz a geracdo de col6nias de
pequeno tamanho, do inglés small colony varients (SCVs) em biofilmes de S. epidermidis. As
SCVs sdo caracterizadas como subpopulagdes de pequeno crescimento de bactérias com
caracteristicas fisioldgicas e bioquimicas alteradas. O objetivo deste projeto de pesquisa é
isolar e identificar bactérias e fungos em géis de AH e agulhas utilizadas. Também
estudaremos in vitro a capacidade de S. epidermidis formar biofilme em uma superficie de
AH além da possibilidade de o tratamento com ampicilina sobre o biofilme, possibilitar a

geracéo de SCVs.

Palavras-chave: Acido Hialurénico. Contaminagdo. Biofilmes. S. epidermidis.



ABSTRACT

Injectable soft tissue fillers can provide an important component of facial regeneration in
terms of restructuring and restoring volume without considerable patient inconvenience and
long recovery time. Hyaluronic acid (HA) gel fillers are the most commonly used materials
for dermal purposes to augment soft tissue due to their properties and advantages over other
alternative fillers. One of the main disadvantages, that is, associated with the use of fillers, is
the contamination and possible infection that could occur due to the properties of the material
itself, the inappropriate use of the product or the lack of sterilization conditions. Typically,
injectors during the procedure do not use up the entire filling syringe at once, and store the
remaining material for later use, to complete the treatment of patients due to the high
associated cost. However, one of the main concerns associated with storing fillers to be reused
is the possibility of microbial contamination. This practice is not recommended by the filler
manufacturers, as the sterility of opened products is not guaranteed. Previous experiments
have shown that different species of bacteria can grow in a medium like hyaluronic acid and
develop a robust biofilm. Biofilms can be defined as an agglomeration of bacterial cells
embedded in a matrix. Once the biofilm is formed, it is not easily penetrated by the innate
immune system or by any antibiotic. Ampicillin is one of the main antimicrobial agents used
for the treatment of infections associated with biofilms formed by Staphylococcus epidermidis
in HA filling materials. Antibiotic pressure generally produces small colony varients (SCVs)
in S. epidermidis biofilms. SCVs are characterized as small-growth subpopulations of bacteria
with altered physiological and biochemical characteristics. The objective of this research
project is to isolate and identify bacteria and fungi in HA gels and used needles. We will also
study in vitro the ability of S. epidermidis to form a biofilm on a HA surface, in addition to
the possibility that ampicillin treatment on the biofilm will enable the generation of SCVs.

Keywords: Hyaluronic Acid. Contamination. Biofilms. S. epidermidis.
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1. INTRODUCAO

O processo de envelhecimento cutaneo pode apresentar diferentes modificacfes na textura da
pele, formacéo de linhas finas e profundas, vincos, rugas mais pronunciadas, flacidez, perda
de gordura, tbnus musculares e sustentacdo Ossea. (1) Cada uma dessas modificacdes
estruturais decorrentes do envelhecimento, embora normais, sdo consideradas inestéticas e,
por esse motivo, muitas pessoas buscam alternativas a fim de minimizar, adiar ou retardar
esse processo. (2) A partir da busca por alternativas ndo cirurgicas, a op¢do mais aceita pelos

pacientes, com melhor custo e menor tempo de recuperagéo séo os preenchedores de AH. (1)

O AH ¢é um polimero encontrado na matriz extracelular de diversos tecidos como a derme,
cérebro, cartilagens e tecidos conectivos. Sua molécula é um dissacarideo glicosaminoglicano
composto por unidades D-acido glucurdnico e N-acetil D- glucosamina unidas de forma
alternadas por ligacoes glicosidicas (figura 1). No nosso organismo, grande parte do AH esta

situada na pele fornecendo volume, sustentacéo e hidratacéo. (3)

Figura 1 — Férmula quimica do &cido hialurénico.

COOH j COOHW
~N

CH,OH
0 0
o1 )—0 Q
OH 0 OH
HO HO HO

0 0

CHZOH
Lo on

Jn-1

Fonte: Narins, R. S., & Bowman, P. H. (2005). Injectable skin fillers. Clinics in plastic surgery.

O procedimento de preenchimento facial, que utiliza 0 AH, tem como objetivo suavizar linhas
finas, preencher sulcos e depressdes, além de promover melhora da projec¢do, da hidratagdo e
do contorno facial. Atualmente, esse procedimento é considerado padrdo ouro na reposicdo
de volume, minimizando assim os sinais do envelhecimento. Entretanto, mesmo sendo
considerado um procedimento minimamente invasivo, ndo é isento de complicacdes e, por

isso, deve ser sempre aplicado por profissionais habilitados e experientes (4).

A aplicacdo de AH tornou-se um dos procedimentos estéticos mais populares apés sua

aprovacdo pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2002 (5). Segundo a Sociedade
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Americana de Cirurgides Plasticos (ASPS), em 2012 foram realizados dois milhdes de
procedimentos com preenchimento de tecidos moles (85% deles usando AH). Jaem 2023, os
procedimentos ndo cirdrgicos chegaram a um total de 19,1 milhGes. Desses, cerca de 5,5
milhdes sdo procedimentos com AH (30). Este impressionante nimero mostra a importancia
dos profissionais habilitados conhecerem os beneficios e os efeitos colaterais decorrentes do
gel cosmético de AH (6). Dentre os principais efeitos colaterais descritos na literatura, as
complicages mais comuns incluem hematomas, alergias, assimetrias, necrose cutanea e/ou

infeccdes (8).

Atualmente, um novo conceito considera que muitas complicacdes provenientes do AH sdo
devidas a biofilmes e néo a alergias ou outras respostas inflamatorias (10). A contaminacao
microbiana de AH causada por patdgenos bacterianos ou fungicos é um fator importante de
infeccdes; alem disso, 0 aumento alarmante de espécies resistentes a antimicrobianos, causado
pelo uso excessivo de antibidticos, agora representa uma séria ameaca a salde e a econémica

em todo o mundo (9).

A pele é caracterizada como um ambiente dificultoso para a colonizacdo de diferentes
microrganismos (31). Sua camada mais externa, a epiderme, contém o extrato corneo onde
apresenta baixa disponibilidade de nutrientes e pH, além de possuir alta salinidade e

concentracdes de acidos graxos livres e peptideos antimicrobianos (AMP’s) (31,32).

Os estafilococos sdo colonizadores bacterianos comuns da pele e membranas mucosas de
humanos e outros mamiferos (18). S. epidermidis, em particular, é a espécie mais
frequentemente isolada de epitélio humano, colonizando, predominantemente, as axilas,
cabeca e narinas (19). Alteracbes na abundancia de S. epidermidis tém sido associadas a
algumas doencas de pele, incluindo dermatite atopica, dermatite seborréica, caspa e rosacea
(34,35). Essas alteragfes sugerem um potencial patogénico, ainda que ndo completamente

compreendido, subestimado para o S. epidermidis em doengas comuns da pele (35).

Ademais, evidéncias recentes sugerem que o comportamento comensal ou patogénico de S.
epidermidis depende, muitas vezes, do contexto. Analises metagenémicas de 2020 revelaram
que os genes de viruléncia do S. epidermidis foram compartilhados de maneira diferente entre
os individuos e as areas da pele (30). Essa analise revelou a presenca de varios elementos
genéticos madveis, como plasmideos e préfagos, que possuem a capacidade de transferéncia,

facilitando, deste modo, a disseminacdo de genes, incluindo os de resisténcia a antibidticos.
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A identificacdo de plasmideos que contém diversos genes de resisténcia em varios isolados
de S. epidermidis indica que a transferéncia horizontal de genes é um evento que ocorre
frequentemente na pele (39). Essa dindmica genética permite a geracdo de cepas
geneticamente distintas, incluindo a aquisicdo de resisténcia a antibioticos e fatores de
viruléncia, mesmo em individuos saudaveis, sem sinais de infeccdo (38,39). As causas
suspeitas de infeccdo por biofilme bacteriano séo principalmente causadas por S. epidermidis.
Foi relatado em estudos anteriores que mesmo uma contaminagdo muito pequena de AH por

bactérias € suficiente para o desenvolvimento de um biofilme (21).

Os biofilmes tém sido definidos como agregados de micro-organismos nos quais as células
sdo frequentemente incorporadas em uma matriz autoproduzida de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que sdo aderentes umas as outras e/ou uma superficie (11). Todos os
organismos superiores, incluindo os humanos, sédo colonizados por microrganismos que
formam biofilmes, 0s quais podem estar associados a infecgdes persistentes e contaminagdes
de dispositivos médicos e implantes (12). As infeccbes associadas ao biofilme sdo geralmente
dificeis de tratar devido a capacidade das bactérias envoltas em biofilme resistirem a uma
ampla variedade de elementos externos, incluindo o tratamento com antibidticos (13). Essa
protecdo se deve a acdo da matriz extracelular do biofilme, que geralmente é composta por
EPS (14).

Os antibioticos B-lactamicos de primeira linha, como a ampicilina, sdo os medicamentos mais
comumente prescritos para infeccbes bacterianas (15). A ampicilina interage de forma
reversivel a diversas enzimas da membrana plasmatica da bactéria. Essas enzimas
desempenham papéis muito importantes na sintese da parede bacteriana e na divisdo celular.
Ao se ligar a essas enzimas, a ampicilina impede a sintese dessa parede e, consequentemente,

leva a célula bacteriana a morte (16).

A formacdo do biofilme prossegue via adeséo inicial e subsequente agregacdo em estruturas
multicelulares (Fig. 2); assim, o desenvolvimento de um biofilme requer forcas adesivas para

a colonizacdo de superficies e interacdo de células entre si (22).
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Figura 2 — Formacéo de biofilme em Staphylococcus epidermidis
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A adesdo a superficies ndo revestidas ocorre principalmente devido a hidrofobicidade da célula, enquanto
proteinas especializadas facilitam a fixacdo a dispositivos cobertos pela matriz do hospedeiro. Em seguida,
exopolissacarideos, proteinas especificas e outras macromoléculas contribuem para a agregacao entre as células.
Os processos de maturacdo, organizacdo e desprendimento do biofilme ainda ndo sdo completamente
compreendidos, mas acredita-se que envolvam a regulagdo de peptideos com propriedades detergentes e a agéo
de proteases nas camadas externas do biofilme. Além disso, a expressdao génica no biofilme difere
significativamente daquela observada em células planctdnicas, incluindo a supressdo de fungdes celulares

essenciais (42).

A recuperacdo de Small Colony Variants (SCVs) do Portugués Variantes de Pequenas
Colbnias de S. epidermidis e seu envolvimento em infeccfes relacionadas a dispositivos
médicos internos ganharam destaque na Ultima década (23). Essas variantes frequentemente
surgem em infeccOes bacterianas cronicas, onde a pressdo seletiva exercida por fatores
ambientais, incluindo antibioticos, induz mutagdes espontaneas em genes essenciais, levando
a diversificacdo das populacdes bacterianas. Essas mutac6es geralmente resultam na formacao
de SCVs, que apresentam deficiéncia no transporte de elétrons e maior resisténcia a
antibiéticos. Além disso, essa adaptacdo aumenta a capacidade dessas bactérias de sobreviver

e evadir das defesas do hospedeiro (24).

Estudos documentam que o tratamento de biofilmes bacterianos com ampicilina promove a
formacdo de SCVs (25). Essas variantes sdo caracterizadas como subpopulagdes bacterianas
que formam colénias de pequeno tamanho e possuem caracteristicas fisiologicas e
bioguimicas alteradas, sendo auxotréficas para menadiona, timidina e/ou hemina (26). Devido
ao seu metabolismo reduzido, SCVs crescem lentamente em placas de agar, o que pode

dificultar sua deteccdo em laboratérios de rotina, onde amostras de tecido sdo comumente
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cultivadas por 48 horas. No entanto, sua formacdo pode ser observada em meios de cultura
entre 48 e 72 horas ap0s o isolamento primario (27). Apesar dos avancos nesse campo, ainda

ha poucas evidéncias sobre o papel do AH na geracdo de SCVs de S. epidermidis.

Diante do exposto, esse estudo tem como objetivo avaliar a porcentagem de contaminagdo em
seringas de preenchedores dérmicos de AH nos intervalos de 15 e 30 dias apds a primeira
aplicacdo no paciente. Além disso, busca-se identificar a presenca de bactérias nas seringas,
investigar se o AH favorece o desenvolvimento de biofilmes de S. epidermidis e analisar se a

exposicdo ao antibidtico ampicilina contribui para a geracao de SCVs.

2. JUSTIFICATIVA

O preenchimento facial com AH é uma técnica amplamente utilizada para remodelagéo e
rejuvenescimento da face, envolvendo a injecdo de substancias biocompativeis em diferentes
camadas da pele. Por ser um procedimento minimamente invasivo, com curto tempo de
recuperacdo e baixo indice de efeitos adversos, sua popularidade tem crescido

significativamente entre o0s pacientes.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Cirurgia Plastica, o0 nimero de procedimentos de
harmonizacdo facial aumentou de 72 mil para 256 mil ao ano no Brasil entre 2014 e 2019.
Além disso, o preenchimento facial é atualmente o segundo procedimento estético nao
cirargico mais realizado no pais, com mais de 1,5 milhdo de procedimentos anuais registrados
apés 2022. Esse crescimento evidencia a necessidade de maior atencdo as praticas de
armazenamento e manuseio dos produtos utilizados nesses procedimentos, especialmente em
relacdo ao reaproveitamento de sobras de preenchedores armazenados em seringas

aplicadoras.

A contaminacgdo microbiana do AH por patdgenos bacterianos representa um fator critico no
desenvolvimento de infec¢Oes, sendo que muitas complicacdes associadas ao uso desse
preenchedor decorrem da formacao de biofilmes e ndo de reagdes alérgicas ou inflamatorias.
Assim, torna-se essencial investigar e estabelecer protocolos rigorosos para 0 armazenamento
seguro das sobras de AH em seringas, minimizando o risco de contaminagdo e garantindo a

seguranca dos pacientes submetidos a esses procedimentos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 Aspectos do envelhecimento

Com o avancar da idade, a pele sofre um processo de envelhecimento que é caracterizado por
alteracGes como flacidez, absor¢éo 0ssea, atrofia e ptoses. Clinicamente € possivel observar o
desenvolvimento de rugas estaticas, formacao de bolsas periorbitais, adelgacamento da pele,
diminuicdo do volume labial e falta de sustentagdo da face como um todo. Entretanto, o
envelhecimento facial é um processo fisioldgico tridimensional complexo, que ndo se limita
apenas a alteracfes da derme, abrangendo também modificagdes nos tecidos 6sseo, muscular
e adiposo. A aparéncia envelhecida da face é, portanto, o resultado de um conjunto de
alteracOes especificas que ocorrem de forma continua e progressiva em cada tecido da regido
facial (53).

O envelhecimento pode ser classificado em: primario e secundario. O envelhecimento
primario, quando relacionado a face, envolve alteracdes no aspecto da pele, reabsor¢do 0ssea,
perda de estrutura e dimensdo dental. O envelhecimento secundario, por sua vez, é
influenciado por fatores externos como: doencas, habitos deletérios como tabagismo,
alcoolismo, exposicdo solar excessiva e dietas inadequadas, impactando diretamente na satde

e na aparéncia (54).

3.1.2 Envelhecimento cutaneo

A pele, maior 6rgdo do corpo humano, representa cerca de 16% do peso corporal e
desempenha um importante papel na protecdo das estruturas internas contra o ambiente
externo. Sua estrutura é composta por trés camadas distintas: epiderme, derme e hipoderme
(tela subcuténea). A camada mais externa € denominada epiderme, é avascular e possui
espessura de 75 a 150 micrébmetros, sua principal funcéo € a protecdo contra agentes externos
(55).

A derme é a segunda camada, estd presente entre a epiderme e o tecido subcutaneo. Possui
tecido conjuntivo denso irregular, rica em fibras de colageno e elastina, componentes
essenciais para a sustentacdo da pele. Também tem participacdo nos processos fisioldgicos e
patologicos cutaneos. Sua espessura varia entre 0,6 milimetros até 3 milimetros a depender da

regiao (56).
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A hipoderme, também conhecida como tela subcutanea, é a camada mais profunda. E
constituida principalmente por adipdcitos e possui diferentes funcdes como: armazenamento
de reservas de energia, protecdo contra impactos mecéanicos, manutencao da temperatura
corporal e modelagem do contorno corporal (56).

O envelhecimento cutaneo é influenciado diretamente por fatores intrinsecos e extrinsecos.
Entre os fatores intrinsecos pode-se citar a menopausa, a andropausa e 0 encurtamento dos
teldomeros. Ja entre os fatores extrinsecos, destaca-se a radiacdo solar em excesso, onde a
exposicdo a luz ultravioleta de forma excessiva € responsavel pela ativacdo de enzimas que
fragmentam as fibras de colageno e elastina, acelerando o envelhecimento cutaneo. Além
disso, habitos como o tabagismo, o alcoolismo e a exposicado a poluicdo ambiental também

contribuem para esse processo (57).

3.1.3 Envelhecimento do tecido adiposo

Na hipoderme, existem duas camadas de tecido adiposo: a camada superficial, encontrada
abaixo da derme, e a profunda que se encontra abaixo do tecido muscular. Essas duas camadas
apresentam processos de envelhecimento diferentes. A camada superficial possui as
caracteristicas de envelhecimento relacionadas com a gordura corporal de cada individuo. No
emagrecimento essa gordura é perdida e redistribuida, enquanto que, no aumento de peso, essa
gordura facial superficial se torna mais volumosa, diferentemente do compartimento de
gordura facial profundo, que néo sofre alteragdes tao significativas decorrentes do volume de

gordura geral do individuo (53).

3.1.4 Envelhecimento dos musculos da face

Com o avancar da idade, a reducdo do volume muscular de forma generalizada é esperada,
principalmente quando se trata dos musculos da face. Embora haja um consenso de que esses
musculos se tornem mais finos e alongados com o tempo, concomitantemente, seu ténus
muscular aumenta, reduzindo significativamente a amplitude de movimento. Em geral, a face
envelhecida pode ser caracterizada por uma contratura muscular permanente, que acompanha
as rugas da pele. Em individuos com maior adiposidade cutanea, esses efeitos sdéo menos
perceptiveis, uma vez que, a massa de gordura subcutnea estica a pele, atenuando o

enrugamento (53).
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3.1.5 Envelhecimento dos ossos da face

Com o passar dos anos, uma alteragdo progressiva na altura facial, pode ser observada,
resultante das complexas alteracGes que afetam tanto os tecidos dsseos, quanto os tecidos
moles da face. No que se refere a estrutura dssea, através do envelhecimento é possivel
perceber que as articulagbes temporomandibulares demonstram sinais de degeneracdo,
incluindo o achatamento da fossa mandibular. Na maxila, o seio maxilar pode apresentar
reabsorcao dssea acentuada, 0 que promove uma retracdo desse 0sso, ocasionando em perda
de dimens&o e volume. A Orbita também apresenta absorcdo 0ssea, fazendo com que a regido
da calha lacrimal se torne maior, fazendo com que a pele da palpebra inferior perca sustentacdo

e transmita sensacdo de alargamento, favorecendo o aspecto de derretimento facial (58).

3.1.6 Estética e envelhecimento

Nos altimos anos, a busca pela manutencao de uma aparéncia mais jovem tem se tornado uma
grande questdo na sociedade contemporanea. O processo natural de envelhecimento da pele
vem sendo cada vez mais estudado e avancos tecnoldgicos, afim de retardar esse processo,
estdo cada vez mais populares. Essas inovagdes tém permitido novas perspectivas para atenuar
0 processo de envelhecimento facial, e os preenchedores dérmicos a base de AH se destacam
como uma opcdo ndo cirdrgica promissora na reversdo dos efeitos do envelhecimento

intrinsecos e extrinsecos na pele (57, 59).

3.1.7 Acido Hialurénico e aplicagdes

A molécula de AH, é um ndo sulfatado glicosaminoglicano composto por dissacarideos
poliméricos repetidos de D-acido glucurdnico e N-acetil D- glucosamina unidos de forma
alternadas por ligacdes glicosidicas (47). E um importante componente da matriz extracelular
(MEC) de humanos e animais. Além disso, ¢ descrito como “hidratante da natureza”, uma vez

que possui caracteristica hidrofilica e pode conter até 10.000 vezes seu peso em agua (3).

O AH é produzido em praticamente todos os tipos de células, logo, ele exerce funcdes
fisioldgicas bem estabelecidas em varios fluidos e 6rgdos do corpo humano. Ele também
participa de diferentes processos celulares essenciais, como a diferenciacéo, a proliferacdo e

0 desenvolvimento celular. Além disso, também desempenha papéis importantes na
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lubrificacdo de articulacdes, manutencéo do equilibrio de hidratacdo dos tecidos, construcao

da MEC e interacdes entre algumas moléculas (46, 47).

O AH pode modificar propriedades fisicas da MEC como, por exemplo, a viscoelasticidade e
a organizacdo entre as fibras de colageno e elastina. Essa condicao se deve ao fato da estrutura
do AH ser de uma longa cadeia enrolada de forma aleatdria e carregada negativamente,

abrangendo um dominio hidrodindmico das fibras colagenas dentro da MEC (3).

Este polimero possui propriedades muito atraentes, incluindo a biocompatibilidade, ndo
inflamacdo, ndo imunogenicidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade (46). Ademais, suas
propriedades anti-inflamatdrias, cicatrizantes e regeneradoras de tecido séo responsaveis para
que, comumente, essa biomolécula esteja presente em grande parte dos cosméticos com
propriedades hidratantes e antienvelhecimento, além de ser a principal substancia dos
preenchedores faciais utilizada para restaurar volume e minimizar a aparéncia de rugas e
sulcos (3, 47).

A aplicagéo de preenchedores dérmicos de AH ocorre por meio de seringas estereis do produto
(3). O procedimento ¢é realizado através do uso de agulhas ou canulas que sdo determinados
pela reticulacdo do preenchedor, area de aplicacdo e profundidade dérmica. A técnica varia
entre retro inje¢Oes, bolus, mista, entre outras, levando em consideracéo a viscoelasticidade
do produto (48).

A harmonizacéo facial utilizando o AH tem ganhado grande destague como uma op¢ao nao
cirdrgica atraente para diversos pacientes. Apesar de ndo substituir uma cirurgia plastica, o
procedimento € mais acessivel, permite uma recuperacdo mais rapida e € menos invasivo,

motivo pelo qual o procedimento vem ganhando destaque (48).

Embora esse procedimento seja 0 mais utilizado na reposicdo de volume e melhora do
contorno facial, é necessaria uma investigacdo acerca das suas complicacfes. Dentre as
reacOes adversas mais comuns, temos: eritema, edema, infeccédo, hipersensibilidade aguda,
complicacbes vasculares e necroses. Ja as complicagdes com inicio tardio, se destacam:

nodulos inflamatorios, granulomas, biofilme e migragdo do produto (4, 49).
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3.1.8 Staphylococcus epidermidis

3.1.9 Caracteristicas gerais

Staphylococcus epidermidis € uma espécie de bactéria firmicute, caracterizada por ser
coagulase negativa (CONS) e pertencer ao género Staphylococcus. E uma bactéria Gram-
positiva arranjada em cachos e tétrades, que por muito tempo foi considerada uma espécie

comensal, porém sabe-se, hoje, que ela é um patdgeno oportunista (17).

Entre as CoNS, o S. epidermidis é responsével pelo maior numero de infecgBes (41). Na
maioria das vezes, na microbiologia clinica, as bactérias CoNS nédo séo especificadas, uma
vez que, o principal interesse é apenas distinguir entre os S. aureus e outros estafilococos. No
entanto, através de diferentes relatorios de identificacGes de espécies, pode-se perceber que a
grande maioria das infecgdes por CoNS ndo especificadas sdo derivadas de S. epidermidis
(31).

O causador mais frequente de infeccbes em dispositivos médicos permanentes € o S.
epidermidis. Essas infeccdes se iniciam com a introducdo de bactérias pela pele do paciente
ou da equipe de salde durante a insercdo do equipamento. Pelo menos 22% das infecgdes da
corrente sanguinea em pacientes das unidades de terapia intensiva nos EUA sdo através dessa
bactéria. Além da sua abundéancia na pele, esse alto niumero se deve, provavelmente, a

mecanismos elaborados do S. epidermidis em colonizar superficies (40, 42).

3.1.10 Colonizagao

A pele humana saudavel é colonizada por diferentes espécies de estafilococos CoNS,
entretanto, o S. epidermidis é o mais abundante entre eles, sendo mais encontrado em regides
umidas (32). A pele age como uma barreira protetora contra a colonizagéo de microrganismos,
mas, em contrapartida, alguns anexos, como o foliculo piloso, sdo mais protegidos da
exposicdo e repletos de liquidos, diferentemente de outras estruturas. Desse modo, a pele pode
ser classificada em areas mais secas (antebraco), imidas (prega antecubital) ou sebaceas ou

oleosas (rosto) (31).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-positivo
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Figura 03 - Principais areas de colonizacdo de S. epidermidis
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A evasdo das defesas do hospedeiro € um mecanismo que garante a sobrevivéncia do
patdgeno. Na pele humana sdo encontrados alguns mecanismos de defesa limitados, como os
AMP’s. Entretanto, apds a penetracdo da barreira epitelial, S. epidermidis precisa lidar com
diferentes mecanismos adicionais de defesa do hospedeiro. Em primeiro lugar, o sistema
imunoldgico inato reage, de forma néo especifica, a qualquer microrganismo invasor, onde 0s

neutréfilos fagocitam bactérias e utilizam espécies reativas de oxigénio e AMPs ( 31, 42).

Ja a resposta imune especifica adquirida possui um papel pouco elucidado quando se trata do
S. epidermidis. Apesar da producdo de anticorpos especificos, o sistema imunolégico humano
apresenta certa dificuldade em combater infeccBes de longas duracéo dessa bactéria.

Isso pode ser devido ao fato que S. epidermidis exibir exopolimeros que os protegem dos
reconhecimentos dos anticorpos. Além disso, também é discutido que ndo reagir de forma

exacerbada as bactéerias colonizadoras seja uma caracteristica evolutiva (42).

Para que ocorra a colonizagdo da pele humana, Staphylococcus epidermidis faz uso de

diferentes moléculas de adesao, entre elas, a proteina associada a acumulacdo (Aap) (31,36).
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Essa grande proteina é uma fibrila em forma de bastonete que é ancorada a parede celular e
estende-se para fora da célula bacteriana, ligando-se ao extrato cérneo da pele. Aap é
encontrada em 85-95% de todos os S. epidermidis, sugerindo que este € um mecanismo

conservado para a adeséo (36).

Vérias outras proteinas ancoradas na parece celular essenciais para a ligacdo dos componentes
da matriz da pele sdo expressadas pelo S. epidermidis (36). Uma das principais familias dessas
proteinas sdo as Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules
(MSCRAMMSs), que sdo componentes de superficies microbianas que reconhecem moléculas
de matriz adesiva. Essa familia inclui as proteinas Serine-aspartate dipeptide repeat protein
F (SdrF) e Serine-aspartate dipeptide repeat protein G (SdrG) que séo responsaveis por

reconhecer queratina, colageno do tipo | e fibrinogénio, respectivamente (37).

Além das MSCRAMNMs, outras proteinas da parede celular como: autolisina bifuncional (atl),
proteina gigante de superficie (Embp) e lipase bifuncional (GehD) contribuem para a adeséao
bacteriana, fazendo com que ocorra a interacdo com 0s componentes da MEC como
vitronectina, fibronectina e colégeno, respectivamente. Essa composi¢do de adesinas
possibilita que o S. epidermidis promova interagdes complexas com os diversos tecidos da

pele, possibilitando sua colonizagao (36,37).

Figura 04 — Adeséo na pele e ligantes
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3.1.11 Fatores de Viruléncia

O arsenal de fatores de viruléncia do S. epidermidis é pequeno quando comparado ao S.
aureus, entretanto, é composto por fatores que podem possuir um duplo papel, tanto no
comensalismo quanto na infecgdo, incluindo proteases, lipases e Phenol-soluble modulins
(PSMs), que sdo um grupo de peptideos que desempenha um importante papel na patogénese

das infecgdes estafilococicas (31).

Sequenciamentos completos do genoma de S. epidermidis demonstraram um repertdrio maior
de genes de viruléncia, ou seja, genes para formacdo de biofilmes, adesinas, etc, do que
previamente estimado. Isso se deve, provavelmente, a flexibilidade genética deste organismo
(38).

Muitas evidéncias atuais sugerem que o comportamento patogénico ou comensal de S.
epidermidis depende do contexto da infeccdo. Em 2020, uma analise metagendmica de
isolados de pele saudavel elucidou que os genes de viruléncia do S. epidermidis sdo distribuido
de forma variavel entre os individuos e as regides da pele (31). Ademais, muitos plasmideos
apresentaram diferentes genes de resisténcia a antibioticos e a prevaléncia desses plasmideos
foi encontrada em varias regides diferentes do corpo, o que sugere uma transferéncia
horizontal de genes, representando um reservatério potencial de cepas com fatores de
viruléncia de grande importancia ou resistente a antibioticos, mesmo em pele saudavel (31,
32).

3.1.12 Formacao de Biofilme

S. epidermidis demonstra uma adaptacao significativa em todo o seu genoma ao modo do
crescimento em biofilme. Essa adaptacdo inclui a regulacdo negativa de processos celulares
basicos como a biossintese de acidos nucleicos, proteinas e parede celular (31). Logo, essas
alteracOes genéticas podem elucidar a atividade limitada e diminuida de muitos antibidticos
que tem como alvo células em crescimento ativo contra o biofilme de S. epidermidis, como

por exemplo penicilinas, aminoglicosideos e quinolonas (42,43).

A formacdo do biofilme se inicia através da adesdo e, subsequente, agregacdo em estruturas
multicelulares. Assim, o progresso do biofilme depende da agdo das forcas coesivas para
colonizacéo da superficie e da interacdo das células entre si mesmas. Ja as forcas disruptivas

sdo essenciais para a formacao de canais preenchidos por fluidos que sdo responsaveis por
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fornecer nutrientes para todas as células do biofilme e promover ao biofilme maduro sua
estrutura tridimensional tipica. Essas forcas disruptivas tambem estdo envolvidas no papel de
desprendimento dos agregados celulares do biofilme, o que limita a expanséo e pode levar a

disseminacéo da infeccéo (31, 40).

Diferentes cepas de S. epidermidis produzem um homopolimero de poli-N-acetilglicosamina
(PNAG), também conhecido como adesina polissacaridica intercelular (PIA), que tem como
objetivo envolver e conectar as células de S. epidermidis em um biofilme. A producéo desse
homopolimero é de extrema importancia para a formacao do biofilme in vitro e apresenta um
impacto significativo na infecgdo associada ao biofilme de S. epidermidis na maioria dos
modelos animais descritos (31).

A Dbiossintese de PNAG/PIA depende de diferentes influéncias regulatdrias, incluindo
reguladores globais de viruléncia. Embora seja menos compreendido quais sinais ambientais
controlam essa expressao, particularmente in vivo, a complexidade dessa regulacéo ressalta a

importancia do PNAG/PIA para a fisiopatologia de S. epidermidis (31, 44).

O conhecimento sobre 0s mecanismos moleculares e regulacdo do biofilme em S. epidermidis
é baseado quase que exclusivamente em pesquisas in vitro. A biossintese PNAG/PIA, SdrF e
alguns outros reguladores foram demonstrados usando modelos animais. Ademais, existem
evidéncias indicando que alguns fatores importantes do biofilme sdo expressados apenas in
vivo. Logo, sdo necessérias investigacGes in vivo mais aprofundadas para elucidar os

mecanismos da infeccdo associada ao biofilme de S. epidermidis.

3.1.13 Formagéo de Small Colony Variants (SCVs) do Portugués Variantes de

Pequenas Coldnias.

As SCVs sdo subpopulacgdes bacterianas de crescimento lento, geralmente precisam de 48 a
72 horas para se tornarem viaveis em 4agar, que possuem caracteristicas fisioldgicas e
bioquimicas alteradas. S&8o colbnias pequena e com estabilidade fenotipica variavel,
frequentemente tém sido correlacionadas com auxotrofismos para menadiona, timidina e/ou
hemina. Sua ocorréncia muitas vezes esta ligada as infecgdes cronicas, recorrentes ou de longa
duracdo. Acredita-se que essa associacdo esteja diretamente ligada a capacidade de
sobrevivéncia intracelular das SCVs, que as protege do sistema imunolégico do hospedeiro
(50).
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Uma caracteristica comum e notavel das SCVs € a sua associacdo com o aumento da formacéo
de biofilmes, como demonstrado no estudo com SCVs dependentes de hemina e menadiona
(76). Essa caracteristica, juntamente com as demais mencionadas anteriormente, contribui
para a reducdo da viruléncia das SCVs, mas paradoxalmente aumenta sua capacidade de
causar infecgdes persistentes. 1sso ocorre porque as SCVs, ao se encontrarem no interior das
celulas hospedeiras sem desencadear uma resposta imune robusta, atuam como reservatérios

para infecgdes persistentes (52).

As opcdes para tratamento para infeccGes causadas por SCVs sdo limitadas devido as
caracteristicas notaveis das SCVs, como a baixa taxa metabdlica, replicacdo lenta e resisténcia

aos antimicrobianos (52).

4. OBJETIVOS

4.1.1 Objetivo Geral

Determinar se ocorre contaminagdo microbiologica em seringas de preenchedores dérmicos
de AH em intervalos entre 15 e 30 dias ap0s a primeira aplicacdo no paciente e analisar se o
AH possibilita o desenvolvimento de biofilme de S. epidermidis.

4.1.2 Objetivo Especifico
e Determinar se bactérias ou fungos estdo presentes nas seringas com AH apds o intervalo
entre 15 e 30 dias.

e Estudar se 0 AH favorece o desenvolvimento de biofilme de S. epidermidis.

e Observar se o tratamento de biofilmes com ampicilina favorece a produgdo de SCVs.

5. METODOLOGIA

5.1.1 Amostras

Um total de 70 amostras de acido hialurdnico foram coletadas em dois momentos distintos:

diretamente da seringa antes do uso e entre 15 e 30 dias apds a injecdo no paciente.
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As amostras foram armazenadas dentro da embalagem dos preenchedores, em gavetas,
protegidas da luz e da umidade. Além disso, a bancada onde os procedimentos foram
realizados foi previamente higienizada seguindo o mesmo protocolo, e a assepsia do paciente

também foi devidamente realizada.

Cada uma das amostras foi semeada em caldo brain heart infusion (BHI) em condicgdes
aerdbicas a 37 °C por 72 h. Logo ap0s, todos os caldos foram misturados em vortex e 20 pl
deles foram cultivados em placas de Petri com agar sangue (5%) (bactérias), agar MacConkey
(bactérias) e Agar Sabouraud (fungos), em uma cabine de biosseguranca e incubados
aerobiamente a 37°C por 24-48 h.

5.1.2 Ildentificacdo das amostras

Ap0s cultivo, as colbnias foram retiradas para que ocorra a identificacdo morfoldgica através

da técnica de Gram e observagdo microscopica.

A técnica de coloracdo de Gram é um método bacterioscOpico muito importante realizado na
bacteriologia, sedo um recurso auxiliar na classificacdo de microrganismos através das suas

caracteristicas tintoriais, tamanho, arranjo celular e forma.

Através dessa técnica as bactérias sdo classificadas em dois grandes grupos: Gram-positivas
e Gram-negativas. No que se refere as caracteristicas tintoriais, as bactérias Gram-positivas

sdo coradas de roxo e as bactérias Gram-negativas coram-se de rosa.

Ap0s o preparo das amostras, ocorreu a confeccdo dos esfregagos. Posteriormente, a técnica
de coloragdo de Gram protocolada foi executada unicamente utilizando um mesmo kit de
coloragdo, para evitar variabilidades. Por fim, as laminas foram analisadas

microscopicamente.

A técnica de coloracdo de Gram respeita um protocolo de agdes que a padroniza sendo

composto pelos seguintes passos:

1) Cobrir o esfregaco com violeta-de-metila e deixar por aproximadamente 15 segundos;

2) Adicionar igual quantidade de agua sobre a ldmina coberta com violeta-de-metila e
deixar agir por mais 45 segundos;

3) Escorrer o corante e lavar em um filete de agua corrente; cobrir a ldmina com lugol
diluido (1/20) e deixar agir por aproximadamente 1 minuto;

4) Escorrer o lugol e lavar em um filete de agua corrente;
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5) Adicionar alcool etilico (99,5° GL) sobre a lamina; descorando-a, até que néo
desprenda mais corante;

6) Lavar em um filete de 4gua corrente;

7) Cobrir a lamina com safranina e deixar agir por aproximadamente 30 segundos;

8) Lavar em um filete de &gua corrente;

9) Deixar secar ao ar livre, ou secar suavemente, com o auxilio de um papel de filtro
limpo;

10) Colocar uma gota de 6leo de imersao sobre o esfregaco;

11) Ler em objetiva de imersdo (100 x)

As amostras também foram identificadas por subcultura em &agar seletivo; agar hiperténico
manitol para bactérias do género Staphylococcus, agar Sabouraud para fungos e agar
MacConkey para bastonetes Gram-negativos. Apds o isolamento das bactérias e fungos em
culturas seletivas, foi realizada a extragdo do DNA de col6nias isoladas usando um kit de
extracdo de DNA gendmico (Thermo Scientific) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Para a extracdo de DNA gendmico, utilizou-se o método baseado em fervura apds cada
amostra estar no minimo 48 horas em meio liquido. O método consiste na centrifugacéo das
amostras a 13000 rpm por 5 minutos, seguido do descarte do meio. Colocou-se,
posteriormente 100 pL de &gua estéril, passou-as no vortex e as levou ao banho mariaa 100°C
por 15 minutos, passou-as no vortex novamente antes do banho de gelo de 10 minutos. Por

fim, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos em 14000 rpm e armazenadas em freezer.

Para a identificacdo genética dos microrganismos, foram utilizados os seguintes pares de
iniciadores: F (KGCGrACGGGTGAGTAA) e R (CGCATTTCACCGCTA), que amplificam
0 gene 16S TrRNA Dbacteriano, e F (AATTGACGGAAGGGCACC) e R
(TTCCTCGTTGAAGAGCAA), que amplificam o gene 18S rRNA de fungos, seguindo o
protocolo de PCR descrito no artigo. (28).

Ap6s a PCR, os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (Life Technologies, Inc., USA) por 30 minutos a 100 volts usando buffer TBE 1x (194,
Finalmente, o gel foi corado com brometo de etidio (10 mg/mL) e observado sob luz UV, o
marcador de peso molecular utilizado foi de 100 pb.
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5.1.3 Formagcéo do biofilme de S. epidermidis.

Uma concentragdo de 1.108 UFC/ml de S. epidermidis (ATCC 33591), CIM 60 pg/ml para
ampicilina, foram semeadas em placas de 6 pogos com 3 ml de BHI e um botéo de 0,25 ml
AH no centro dos pocgos, seguindo em partes o protocolo descrito no artigo (29). Para remover
as bactérias planctonicas, ocorreu a lavagem dos pocos trés vezes com PBS 1x. Para separar
as bacterias do biofilme, as placas foram submetidas a uma sonicagdo de 2 s em banho-maria
seguido por diluigdes decimais seriadas em PBS. Posteriormente, aliquotas de 100 pl das
dilui¢des (10—4, 10-5 e 10—6) foram inoculadas em placas de Petri preparadas com meios de
cultura e incubadas por 24 h a 37°C. Apds crescimento ocorreu a contagem das UFC/ml
obtidas em cada placa e foi realizada a interpretacdo dos resultados. As placas de Petri foram
deixadas também por 48h e 72 h a 37°C para obter SCVs.

5.1.4 Andlise da acdo da ampicilina sobre o biofilme de S. epidermidis e geracéo de
SCVs.

Uma concentracédo de 1.10° UFC/ml de S. epidermidis foram semeadas em placas de 6 pocos
com 3 ml de BHI e um bot&o de 0,25 ml de AH (20 mg/ml) no centro dos pocos, seguindo em

partes o protocolo descrito no artigo (29).

As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C. Em seguida, os pogos foram tratados com
uma concentracdo de 50 pg/ml e 25 pg/ml de ampicilina e, mais uma vez, as placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C.

Para remover as bactérias planctonicas, ocorreu a lavagem dos pogos trés vezes com PBS 1x.
Para separar as bactérias do biofilme, as placas foram submetidas a uma sonicagdo de 2 s em

banho-maria seguido por dilui¢des decimais seriadas em PBS 1x.

Posteriormente, aliquotas de 100 ul das diluigdes (10—4, 10-5 ¢ 10—6) foram inoculadas em
placas de Petri preparadas com meios de cultura e incubadas por 24 h a 37°C. Apos
crescimento ocorreu a contagem das UFC/ml obtidas em cada placa e foi realizada a
interpretacdo dos resultados. As placas de Petri foram deixadas também por 48h e 72 h a 37°C
para obter SCVs. prestando atencdo especial as diferentes concentracGes de antibidticos.
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Figura 05 — Small colony Variants de S. epidermidis em agar BHI ap6s 4 dias de incubacéo a 37°C
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025

5.1.5 5.5 Analise estatistica.

Os experimentos ocorreram com trés réplicas bioldgicas independentes. Os dados foram
analisados usando o software Graph Pad Prism ver. 9 (Graph Pad, EUA). Os testes de Mann
Whitney / Wilcoxon também ocorreram. A significancia estatistica foi determinada em
p=0,05.

5.1.6 Critério de exclusao.

Os critérios de exclusdo sao os seguintes: 1) qualquer infeccdo da pele, que inclua: infeccdes
bacterianas, virais e fangicas, ou inflamacdo, que incluam: eczema, psoriase e roséacea, e 2)

qualquer aspiracdo durante o tempo de injecao.


https://scholar.google.com.br/scholar?q=mann+whitney+wilcoxon&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart
https://scholar.google.com.br/scholar?q=mann+whitney+wilcoxon&hl=pt-BR&as_sdt=0&as_vis=1&oi=scholart
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas apresentadas detalham os resultados obtidos nas anélises de amostras de AH,
classificando-as de acordo com alguns parametros relevantes para a avaliacdo da seguranca
do material. As informacdes contidas nas tabelas abrangem a identifica¢do do tipo de amostra
analisada, a concentracao de &cido hialurénico do material, a descricdo do método utilizado
para armazenar as amostras, o tempo pelo qual as amostras foram armazenadas antes da
andlise, o resultado da analise microbioldgica, indicando a presenga ou auséncia de
microrganismos nas amostras, e a caracterizacdo das bactérias encontradas nas amostras
contaminadas, utilizando a coloragcdo de Gram para auxiliar na identificacéo e classificacdo
dos microrganismos. A analise conjunta desses parametros permite uma avaliagcdo abrangente
da qualidade das amostras de AH, identificando possiveis fatores que possam influenciar a

contaminacdo e auxiliando na definicdo de boas praticas de armazenamento do produto.

Tabela 1: Tabela de amostra de preenchimento labial que foi armazenado com a prépria agulha de aplicagdo.

CONCENTRAGAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS

RAM
TIFO DE AMOSTRA ACIDO HIALURONICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS <
FECHADO COM A Stephidococcus
PREENCHIMENTO LABIAL 20 mg/mi PROPRIA AGULHA DE 15 DIAS SIM SR egRaR
APLICAGAO AN
FECHADO COM A
PREENCHIMENTO LABIAL 20 mg/mi PROPRIA AGULHA DE 15 DIAS NAO
APLICAGAO
FECHADO COM A PR TS
PREENCHIMENTO LABIAL 23 mg/mi PROPRIA AGULHA DE 20 DIAS SIM ki ol .‘"‘ S
APLICAGAO
FECHADO COM A Stanbiocos
PREENCHIMENTO LABIAL 23 mg/ml PROPRIA AGULHA DE 20 DIAS siM RAECCOCON
APLICAGAO GRAM +
FECHADO COM A
PREENCHIMENTO LABIAL 25,5 mg/ml PROPRIA AGULHA DE 20 DIAS SiM BACILOS GRAM +
APLICAGAO
FECHADO COM A
PREENCHIMENTO LABIAL 23 mg/ml PROPRIA AGULHA DE 25 DIAS SiM BACILOS GRAM +
APLICAGAO
FECHADO COM A
PREENCHIMENTO LABIAL 20 mg/mi PROPRIA AGULHA DE 30 DIAS SiM BACILOS GRAM «
APLICAGAO

A tabela em andlise apresenta os resultados da contaminacdo de amostras de preenchimento
labial armazenadas com a prépria agulha de aplicacdo. Dos sete isolados estudados, seis

apresentaram contaminacao, o0 que corresponde a uma taxa de 85,7%. Esse elevado indice de
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contaminacdo sugere uma forte correlagcdo entre 0 método de armazenamento utilizado e a
probabilidade de contaminacdo das amostras. A préatica de armazenar preenchedores labiais
com a agulha de aplicagdo parece ser um fator de risco significativo para a contaminagéo

microbiana, comprometendo a seguranca e a qualidade do produto.

Tabela 2: Tabela de amostra de preenchimento labial que foi armazenado com a prépria tampa que ficou
exposta na bancada durante o procedimento.

CONCENTRAGAD DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS
EECIIEANESTHE ACIDO HIALURGNICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS L
FECHADO COM A
FREENCHIMENTO LABIAL 20 mg/ml TAMPA QUE FICOU 15 DIAS NAD
NA BANCADA
FECHADO COM A
FREENCHIMENTO LABIAL 25,5 mglml TAMPA QUE FICOU 20 DIAS NAD
NA BANCADA
FECHADO COM A
FREENCHIMENTO LABIAL 255 mglml TAMPA QUE FICOU 25 DIAS SIM BACILOS GRAM -
N& BANCADA
FECHADO COM A
FREENCHIMENTO LABIAL 23 mg/m TAMPA QUE FICOU 30 DIAS 5IM BACILOS GRAM -
NA BANCADA
FECHADO COM A
FREENCHIMENTO LABIAL 23 mg/m TAMPA QUE FICOU 20 DIAS NAD

NA BANCADA

A tabela em questdo apresenta os resultados da contaminacdo de amostras de preenchimento
labial armazenadas com a prdpria tampa que permaneceu exposta na bancada durante todo o
procedimento. Dos cinco isolados analisados, dois apresentaram contaminagdo, o0 que
representa uma taxa de 40%. Essa taxa de contaminagéo, embora inferior & observada no
armazenamento com a propria agulha do procedimento, sugere que a exposi¢do da tampa na
bancada pode ser um fator de risco para a contaminacdo das amostras. A presenca de
microrganismos em 40% dessas amostras indica que a tampa, ao entrar em contato com o
ambiente da bancada, pode ter sido contaminada e, consequentemente, transferido

microrganismos para o interior do preenchedor.

Particulas mindsculas, denominadas aerossoéis, podem permanecer suspensas no ar por longos
periodos antes de se depositarem em superficies. Esses aerossois podem conter uma variedade
de microrganismos, como bactérias e virus (73). Um estudo observacional revelou a presenca
de contaminacdo ambiental por aerossois em salas odontoldgicas. Em todos os 54 casos

analisados, houve deteccdo de contaminagdo no ambiente de trabalho. A anélise de placas de
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agar posicionadas em um raio de 0,75 metros do local de realizacdo dos procedimentos
demonstrou o crescimento de microbiota oral, incluindo bactérias ndo fermentadoras e fungos
(75). A fim de minimizar a contaminagao por aerossois, é recomendavel que instrumentos e
dispositivos ndo utilizados permanentemente sejam armazenados em compartimentos
herméticos, como armarios e gavetas. As superficies expostas devem ser limitadas a areas

planas e de facil higienizacéo, facilitando a limpeza e a desinfeccdo (74).

Este estudo corrobora a hipotese de que a contaminacdo observada nas amostras de
preenchimento labial, decorrente do fechamento da seringa com a tampa exposta na bancada,

pode ser atribuida a presenca de aerosséis contaminados no ambiente.

Tabela 3: Tabela de amostra de preenchimento labial que foi aberto e transferido para outra seringa e
imediatamente fechado com a prépria tampa.

CONCENTRAGAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS
R
TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURONICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS el
PREEMCHEDOR QUE FOI
ABERTO E TRANSFERIDO PARA
PRI HIl TO LABIAI I 15 DIA! A
EENCHIMENTO LABIAL 25,5 mg/ml i Loy 5 DIAS NAO
COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
ABERTO E TRANSFERIDO PARA
PREENCHIMENTO LABIAL 25,5 mg/ml e tanE GC e e 15 DIAS NAO
COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
PREENCHIMENTO LABIAL 20 mg/mi AN S v e 20 DIAS NAO
OUTRA SERINGA E FECHADO
COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
ABERTO E TRANSFERIDO PARA
PREENCHIMENTO LAEIAL 20 mg/mi e ey 20 DIAS NAO
COM ATAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
ABERTO E TRANSFERIDO
PREENCHIMENTO LABIAL 23 mg/ml PARA OUTRA SERINGA E 30 DIAS NAO

FECHADO COM A TAMPA

Esta tabela apresenta os resultados da analise de contaminacgdo de amostras de preenchimento
labial que foram abertas, transferidas para uma seringa estéril e imediatamente fechadas com
a propria tampa. Nenhuma das cinco amostras analisadas apresentou contaminagdo. Esse
resultado sugere que a técnica de transferéncia para uma seringa estéril, seguida do
fechamento imediato do produto, é eficaz na prevencdo da contaminagdo microbiana. A
auséncia de contaminacdo nessas amostras indica que a exposicdo breve ao ambiente durante
a transferéncia, quando realizada em condicOes assépticas e seguida de fechamento imediato,

ndo compromete a esterilidade do preenchedor.
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Tabela 4: Tabela de amostra de preenchimento de zigomatico e diferentes formas de armazenamento do

preenchedor.
REOEERMOSTRS :g.g?ﬂf_ﬁﬁgﬂ.gg nnmi\ozﬂﬂ'::::mo nRMLEZh;:g:;MTO co?xm::;ns Eaddl
mi.’;‘fo'ﬂ;ﬁ?gg oF 20 mg/ml TF:E?: g?.lec S::do‘t.l 15 DIAS NAO
NA BAMCADA
pREiEa%':ahgizgg . 20 mg/ml TF:ES: ch)JEC Sg‘oz 20 DIAS SIM BACILOS GRAM +
NA BANCADA
T GOMATCO 25 mg/m AGULHA ESTERL 2508 kO
T GomAnCo 26 g/ AGULNA ESTERL 300ms ko
" acominco. 20mgim AGULHAESTERI
" comAnco 2 mgimi AGULHA ESTERL NAO
”“EE.E%”,;“;?TJS oF 20 mg/ml p:;imnﬁaﬁfﬂge 25 DIAS SIM BACILOS GRAM +
APLICAGAO
PREE%%T::?:ES o 25 mgfml P:;i:;i%ﬁﬁﬁgE 30 DIAS SIM BACILOS GRAM +

APLICAGAO

A tabela em anélise apresenta os resultados da contamina¢cdo de amostras de preenchimento
da regido do osso zigomatico, avaliando diferentes formas de armazenamento. Das oito
amostras analisadas, trés apresentaram contaminagdo, evidenciando que a contaminacgéo
ocorre em diferentes técnicas de armazenamento. Destas, duas amostras foram fechadas com
a propria agulha de aplicacdo e uma com a tampa que ficou exposta na bancada. Esse resultado
reforca os dados obtidos nas tabelas anteriores, que indicam que 0 armazenamento com a
agulha de aplicacdo e a exposicdo da tampa na bancada sdo fatores de risco para a

contaminacgdo microbiana dos preenchedores.
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Tabela 5: Tabela de amostra de preenchimento da regido nasal e diferentes formas de armazenamento do

preenchedor.
CONCENTRAGAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS
TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURGNICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS GRAM

USO DE CANULA E

PRZEZ?:;}”::;ELD“ CORG/EL FECHADO COM 15 DIAS NAO
AGULHA ESTERIL
SO DE CANULA E
Pﬂi';l?:émﬂgim 20 mgjml FECHADO COM 25 DIAS NAO
AGULHA ESTERIL
PREENCHIMENTO DA FECHADO COM S
REGIAC NASAL 25 mg/mi AGULHA DA 30 DIAS SIM “pé;;;" L
(COLUMELA) APLICAGAO *
FECHADO COM A
HIMEMNT: ~
Azdisa sl 25 mgfml TAMPA QUE FICOU 30 DIAS NAO

REGIAD NASAL NA BANCADA

Esta tabela apresenta os resultados da analise de contaminacéo de amostras de preenchimento
da regido nasal, avaliando diferentes formas de armazenamento. Das quatro amostras
analisadas, apenas uma apresentou contaminacao, especificamente a amostra fechada com a

agulha de aplicagéo (tabela 5).

A amostra fechada com a tampa que ficou exposta na bancada néo apresentou contaminagao.
Esse resultado, sugere que a contaminacdo pode estar mais fortemente associada ao uso da
agulha de aplicacdo como método de fechamento, em comparacdo com a exposicao da tampa

na bancada.
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Tabela 6: Tabela de amostra de preenchimento mandibular e diferentes formas de armazenamento do

preenchedor.
CONCENTRAGAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS
TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURONICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS it
FECHADO COM A
Pnﬁir:‘%m;‘f:; S 25 mg/mi TAMPA QUE FICOU 15 DIAS NAO
NA BANCADA
FECHADO COM A
PR;EA:%TE:EE:; < 25 mg/mi TAMPA QUE FICOU 20 DIAS NAO
NA BANCADA
PREENCHIMENTO FECHADO COM
I 25 DIA NA
MANDIBULAR 25 mg/m AGULHA ESTERIL SO 2
PREENCHIMENTO FECHADO COM
MANDIBULAR 20 mg/mi AGULHA ESTERLL LAt NAO
FECHADO COM A
PREENCHIMENT
rai:%muf:re < 20 mg/ml PROPRIA AGULHA 30 DIAS NAO
DE APLICAGAO
FECHADO COM A
PREENCHIMENT
M.E\N%IBULAR ° 20 mg/ml PROPRIA AGULHA, 30 DIAS SIM BACILOS GRAM +
DE APLICAGAO

A tabela apresenta os resultados da anélise de contaminagdo de amostras de preenchimento
mandibular, considerando diferentes métodos de armazenamento. Das seis amostras
analisadas, apenas uma apresentou contaminagdo, a amostra armazenada com a agulha de
aplicacdo do preenchedor (tabela 6). Os resultados negativos de contaminacdo nas amostras
fechadas com a tampa exposta na bancada sugerem que a contaminacdo ambiental pode ser
um fator variavel, dependente do grau de exposicao e das condi¢des especificas do local. A
contaminacdo da amostra armazenada com a agulha reforca a tendéncia observada em outras
andlises, indicando que esse método de armazenamento pode ser um fator de risco mais

significativo para a contaminagdo microbiana dos preenchedores.
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Tabela 7: Tabela de amostra de preenchimento da regido de maxila e diferentes formas de armazenamento do

TIPO DE AMOSTRA

PREENCHIMENTO MAXILA

PREENCHIMENTO MAXILA

PREENCHIMENTO MAXILA

PREENCHIMENTO MAXILA

PREENCHIMENTO MAXILA

PREENCHIMENTO MAXILA

CONCENTRAGAO DO
ACIDO HIALURONICO

20 mg/mi

20 mg/mil

23 mg/ml

20 mgfml

23 mgfmil

23 mgfml

preenchedor.

FORMA DE
ARMAZENAMENTO

FECHADO COM
AGULHA ESTERIL

FECHADO COM
AGULHA ESTERIL

FECHADO COM A
TAMPA QUE FICOU
MA BANCADA

FECHADO COM A
PROPRIA AGULHA DE
APLICAGAO

FECHADO COM A
PROPRIA AGULHA DE
APLICAGAO

FECHADO COM A
PROPRIA AGULHA DE
APLICAGAO

TEMPO DE
ARMAZENAMENTO

25DIAS

15 DIAS

30 DIAS

30 DIAS

30 DIAS

30 DIAS

AMOSTRAS
CONTAMINADAS

NAC

NAO

NAO

SIM

SiM

SiM

GRAM

BACILOS GRAM +

BACILOS GRAM +

BACILOS GRAM +

A tabela em questdo apresenta os resultados da analise de contaminacdo de amostras de

preenchimento da regido da maxila, considerando diferentes métodos de armazenamento. Das

seis amostras analisadas, trés apresentaram contaminacdo, e todas as amostras contaminadas

foram fechadas e armazenadas com a agulha de aplicacdo (tabela 7). Esse resultado reforca a

tendéncia observada em outras andlises, indicando que o armazenamento com a agulha de

aplicacdo é um fator de risco significativo para a contaminagdo microbiana dos preenchedores.

A alta taxa de contaminagdo (50%) sugere que esse método de armazenamento deve ser

evitado, a fim de garantir a seguranca e a qualidade do procedimento.
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Tabela 8: Tabela de amostra de preenchimento da regido do sulco nasogeniano e diferentes formas de
armazenamento do preenchedor.

CONCENTRACAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS

TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURONICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS e

PREE:::LI)%E;:{EN%JLCU 23 mg/ml :éﬁ?::g;g;l_ 15 DIAS NAO

T ASOCEMAND 25 mgimi AGILHA ESTERL 200 ™ e
PREE:::LI)%EEP:JENS;LCU 20 mg/ml :EEE:EE;T?;L 25 DIAS NAC

T NASOGEMAND. 23 melmi AGILHA ESTERL 25 DiAS NAO

T ASOGEAND 25 e/ AGILHA ESTERL 3001 NAO

PREE:::LI)%EEPLEN%JLCU 25 mg/mi :éﬁ?::g;g;l_ 30 DIAS NAO

" NASOGENAND. 25 gl AGULHA ESTERL 15 DiAS NAO

T ASOGEMAND 25 e/ AGILHA ESTERL 200 sM N te
P NASOGEMAND 23 mgimi AGILHA ESTERL 200 Ao

PREE::;'&EEPLE:;"LCU 20 mg/ml : éﬁ[‘:ff;;g;l_ 25 DIAS SM BACILOS GRAM +
T NASOGEMAND 20 mg/mi AGILHA ESTERL 300s sm e

A tabela apresentada demonstra os resultados da analise de contaminacdo de amostras de
preenchimento da regido do sulco nasogeniano, considerando diferentes métodos de
armazenamento. Das 12 amostras analisadas, cinco apresentaram contaminagao.
Especificamente, uma amostra fechada com a tampa exposta na bancada, trés amostras
fechadas com a seringa de aplicacdo e uma amostra fechada com agulha estéril apresentaram
contaminacdo (tabela 8). A contaminacao da amostra fechada com agulha estéril € um achado

isolado, ndo seguindo a tendéncia geral observada nas outras amostras.

Assim como nas amostras de preenchimento labial, a maioria dos microrganismos
encontrados nas amostras contaminadas do sulco nasogeniano foi classificada como Gram-
positiva, incluindo algumas espécies de Staphylococcus, que sdo colonizadoras comuns de
mucosas. Esses resultados reforcam a importancia de técnicas de manipulacdo assépticas e a
necessidade de evitar o armazenamento de preenchedores com a agulha de aplicacéo, a fim de

minimizar o risco de contaminag&o microbiana.



42

Tabela 9: Tabela de amostra de preenchimento da regido de olheiras e diferentes formas de armazenamento do
preenchedor.

CONCENTRAG A0 DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS

TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURGNICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS

GRAM

FECHADO COM A
23 mg/mi TAMPA QUE FICOU 15 DIAS NAO
NA BANCADA

PREENCHIMENTO DE
OLHEIRAS

FECHADO COM A
20 mg/ml TAMPA QUE FICOU 20 DIAS NAO
NA BANCADA

PREENCHIMENTO DE
OLHEIRAS

FECHADO COM A
20 mg/ml TAMPA QUE FICOU 20 DIAS NAO
NA BANCADA

PREENCHIMENTO DE
OLHEIRAS

FECHADO COM A
23 mg/mi TAMPA QUE FICOU 25 DIAS SiM BACILOS GRAM +
NA BANCADA

PREENCHIMENTO DE
OLHEIRAS

FECHADO COM A
PREENCHIMENTO DE BACILOS GRAM +
OLHEIRAS 20 mg/ml TAMPA QUE FICOU 30 DIAS SiM E COCORACILOS

NA BANCADA

FECHADO COM A
23 mg/ml TAMPA QUE FICOU 30 DIAS NAO
NA BANCADA

PREENCHIMENTO DE
OLHEIRAS

A tabela em questdo apresenta os resultados da andlise de contaminacdo de amostras de
preenchimento da regido de olheiras, avaliando o armazenamento exclusivo com a tampa
exposta na bancada durante todo o procedimento. Das seis amostras analisadas, duas
apresentaram contaminacdo (tabela 9). Esse resultado indica que a exposi¢do da tampa na
bancada, durante todo o procedimento, pode levar a contaminagdo microbiana em um nimero
significativo de amostras (33,3%). A presenca de contaminacdo em duas amostras reforca a

necessidade de cuidados rigorosos com a manipulagéo e o armazenamento de preenchedores.



preenchedor.
CONCENTRAGAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS
- A RAM
TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURONICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO CONTAMINADAS ©
FECHADO COM A
pREE"ﬁZ':TES"TO LE 20 mg/mi PROPRIA AGULHA DE 15 DIAS SIM BHC'LOf’ G
APLICAGAD
FECHADO COM A
R ! P
L EE"E,IFE':T%"TO RE 20 mg/mi PROPRIA AGULHA DE 15 DIAS SIM = égfgfos
APLICAGAD
PREENCHIMENTO DE FECHADO COM )
MENTO B AGULHA ESTERIL AR [
PREENCHIMENTO DE FECHADO COM
MENTO 25 mg/mi AGULHA ESTERIL =BlEkE NAO
FECHADO COM A
PREENCHIMENT
£E f.qemEo Sk 20 mg/ml TAMPA QUE FICOU NA 25 DIAS NAO
BANCADA
FECHADO COM A
PREENE’;‘:‘%’TO [E 35 mg/ml TAMPA QUE FICOU NA 30 DIAS NAO

BANCADA
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Tabela 10: Tabela de amostra de preenchimento da regido de mento e diferentes formas de armazenamento do

Esta tabela apresenta os resultados da analise de contaminacdo de amostras de preenchimento
da regido do mento, avaliando diferentes métodos de armazenamento. Das seis amostras
analisadas, apenas as que foram fechadas com a propria agulha do procedimento apresentaram
contaminagdo (tabela 10). Esse resultado reforca a tendéncia observada nas demais analises,
indicando que o armazenamento com a agulha de aplicagdo € um fator de risco significativo
para a contaminacdo microbiana dos preenchedores, independentemente da regido facial onde

0 procedimento é realizado.
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Tabela 11: Tabela de amostra de preenchimento de diferentes regides com forma de armazenamento especifica
e tempo de armazenamento superior a 30 dias.

CONCENTRAGAO DO FORMA DE TEMPO DE AMOSTRAS
TIPO DE AMOSTRA ACIDO HIALURONICO ARMAZENAMENTO ARMAZENAMENTO ~ CONTAMINADAS LA
PREENCHEDOR QUE FOI
. ABERTO E TRANSFERIDO -
PREENCHIMENTO DE LABIO 23 mg/ml FmA OUTms Stmean e 60 DIAS NAO
FECHADO COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
PREENCHIMENTO DE ABERTO E TRANSFERIDO ;
MENTO 20 mg/ml PARA OUTRA SERINGA E CIRIELS LD
FECHADO COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
PREENCHIMENTO DE ABERTO E TRANSFERIDO 60 DIAS -
OLHEIRA 20Me/sy PARA OUTRA SERINGA E LD
FECHADO COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
PREENCHIMENTO DE ABERTO E TRANSFERIDO -
SULCO NASOGENIANO el PARA OUTRA SERINGA E SOEIS B
FECHADO COM A TAMPA
PREENCHEDOR QUE FOI
PREENCHIMENTO DE o = i
25 mg/ml ABERTO E TRANSFERIDO 60 DIAS NAO

MAXILA PARA OUTRA SERINGA E

FECHADO COM A TAMPA

Esta tabela apresenta os resultados de contaminacdo de amostras de preenchimento de
diferentes regides faciais, todas submetidas a um método de armazenamento especifico, sendo
ele a transferéncia para seringa estéril, fechamento imediato e posterior armazenamento
(tabela 11).

Nenhuma das seis amostras analisadas apresentou contaminacgdo. Esse resultado corrobora a
eficacia do método de armazenamento de transferéncia para seringa estéril e fechamento
imediato na preservacao da esterilidade do preenchedor, mesmo ap6s um periodo prolongado
de armazenamento. A auséncia de contaminacdo em todas as amostras, independentemente da
regido facial de aplicagdo e do tempo de armazenamento, refor¢a a confiabilidade e a
seguranga desse método como possivel pratica recomendada para o armazenamento de

preenchedores.
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Grafico 1: Preenchedores armazenados com a agulha de aplicagdo

Preenchedores armazenados com
a agulha de aplicacao

Mo Contaminou

104

Contaminou
0%

O gréafico apresenta um resultado alarmante: 90% dos preenchedores armazenados com a
agulha de aplicagdo sofreram contaminagdo. Essa constatacdo levanta sérias preocupacdes
sobre a seguranca e a qualidade dos procedimentos estéticos que envolvem o uso de
preenchedores, especialmente aqueles que sdo reaproveitados ou armazenados para uso

posterior (grafico 1).

O resultado de 90% de contaminacdo em preenchedores armazenados com a agulha de
aplicacdo ganha ainda mais relevancia quando analisado a luz de estudos que demonstram a
presenca de bactérias em bidpsias de preenchimentos de tecidos moles, especialmente em

pacientes que desenvolveram eventos adversos inflamatérios tardios (10, 65).

Pesquisas recentes, utilizando métodos de deteccdo de microbiota altamente sensiveis, como
o0 1S-pro, revelaram a presenca de bactérias Gram-positivas em bidpsias de preenchimentos,
sugerindo que a contaminacgdo pode ocorrer durante o procedimento, no momento da injecao
inicial. A comparacdo da microbiota encontrada na pele com a presente nas biopsias descartou
a possibilidade de contaminacdo durante o preparo e coleta das amostras, reforcando a
hipotese de que a contaminagdo bacteriana esta diretamente relacionada aos eventos adversos
(65).

Esses achados corroboram a preocupagdo com a alta taxa de contaminagdo observada nos
preenchedores armazenados com agulha, indicando que a presenca de bactérias pode

desempenhar um papel crucial no desenvolvimento de complicac@es inflamatdrias tardias. A
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contaminacdo durante o procedimento ou a bacteremia subsequente podem levar a formagéo
de biofilmes nos preenchedores, desencadeando reacdes inflamatorias persistentes e de dificil

tratamento (65).

Essa alta taxa sugere que a pratica de armazenar preenchedores com a agulha de aplicagéo é
um fator de risco significativo para a contaminagdo. A agulha, por ser um instrumento
perfurocortante, pode introduzir microrganismos presentes na pele do paciente ou no ambiente
durante o procedimento de aplicacdo. Esses microrganismos podem se multiplicar no
preenchedor armazenado, comprometendo sua esterilidade e aumentando o risco de infec¢bes

e outras complicacOes para o paciente em aplica¢des subsequentes (66).

Grafico 2: Preenchedores armazenados com a tampa do preenchedor que permanesceu na bancada durante
todo o procedimento

Preenchedores armazenados com
a tampa do preenchedor que ficou na bancada

Contaminou
27.3%

Nao Contaminou
727%

O grafico apresentado demonstra que 27,3% dos preenchedores armazenados com a tampa
que permaneceu exposta na bancada durante o procedimento apresentaram contaminacé&o.
Esse resultado, embora ndo tdo alarmante quanto uma contaminacdo de 90%, ainda indica um

risco consideravel (gréafico 2).

A contaminacdo de 27,3% dos preenchedores sugere que a tampa, ao permanecer em contato
com o ar e superficies da bancada, pode ter entrado em contato com microrganismos presentes

no ambiente. Esses microrganismos podem ter sido transferidos para o interior do preenchedor
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quando a tampa foi recolocada, comprometendo a esterilidade do produto e aumentando o
risco de infecgdes para o paciente em aplicacdes subsequentes.

Grafico 3: Preenchedores armazenados com agulha estéril
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O grafico apresentado demonstra um resultado significativo: 94,4% dos preenchedores
armazenados com uma agulha nova estéril, aberta somente no momento de fechar a seringa,
ndo apresentaram contaminacdo (grafico 3). Esse dado sugere que a utilizacdo de agulhas
novas e estéreis, juntamente com a técnica de abertura da agulha apenas no momento do
fechamento da seringa, € um fator crucial para a manutencdo da esterilidade dos

preenchedores e, consequentemente, para a seguranca dos pacientes.

A agulha, por ser um instrumento perfurante, pode ser uma porta de entrada para
microrganismos caso nao seja estéril ou seja manipulada de forma inadequada. Ao utilizar
uma agulha nova e estéril, o risco de contaminagdo € significativamente reduzido, pois a
agulha ndo teve contato prévio com o ambiente ou com outros materiais que pudessem conter

microrganismos.

Essa concordancia com a literatura existente, que relata a possibilidade de armazenamento

seguro de geis de AH por até dois anos sob condi¢des estéreis, valida a importancia de aderir
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a protocolos de higiene especificos. Em suma, as evidéncias demonstram que o
armazenamento adequado de preenchedores, seguindo as diretrizes de esterilidade, é
fundamental para prevenir a contaminacdo e garantir a eficacia e seguranca dos procedimentos
estéticos (60).

Grafico 4: Preenchedores armazenados que foram abertos apenas para transferéncia para uma nova seringa e
fechados com a tampa imediatamente ap0s a transferéncia

Preenchedores que foram transferidos para outra
seringa e logo foramfechados com a tampa.

M3o Contaminou
10:0%

O grafico apresentado evidéncia um resultado notavel: 100% dos preenchedores que foram
abertos apenas para transferéncia do material para uma nova seringa e fechados com a tampa
imediatamente apos a transferéncia, ndo apresentaram qualquer sinal de contaminacéo. Esse
dado demonstra a eficicia da técnica de transferéncia e fechamento imediato como medida
preventiva fundamental na manutencdo da esterilidade dos preenchedores e,

consequentemente, na seguranca dos pacientes (gréafico 4).

A auséncia de contaminacdo em todas as amostras analisadas refor¢a a importancia de
protocolos rigorosos de manipulagdo e armazenamento dos preenchedores. A abertura da

seringa apenas no momento da transferéncia, seguida do fechamento imediato, minimiza a
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exposicdo do produto ao ambiente, reduzindo drasticamente o risco de contato com

microrganismos presentes no ar ou em superficies.

Em concordancia com a literatura, o estudo mostrou que 0 AH armazenado apos aplicacao
permanece livre de contaminagdo bacteriana desde que seu armazenamento seja feito de
maneira adequada. Logo, percebe-se que, a forma como a seringa é tampada e armazenada

contribui diretamente para a contaminag@o ou ndo do gel de AH (60).

Analise molecular

Todos os isolados estudados por PCR foram positivos para a regido genémica especifica da

bactéria. Nao foram encontrados isolados positivos para fungos (figura 6).

Figura 6 — Padrdo de bandas de identificagdo das bactérias

cC- ¢+ 1 2 3 4 5 6 7 M

Fonte: Produzido pela autora, 2025

A contaminacgéo de todas as amostras de AH foi investigada por meio da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) para identificar a presenca de bactérias e fungos. Os resultados
revelaram um cendrio especifico: a deteccdo de positividade para a regido gendmica
bacteriana, por meio dos iniciadores F (KGCGrACGGGTGAGTAA) e R
(CGCATTTCACCGCTA), que amplificam o gene 16S rRNA, indica uma presenca
significativa de bactérias nas amostras. Esse achado levanta questBes relevantes sobre as
condi¢cbes de armazenamento e manipulacdo do material, uma vez que a contaminagao
bacteriana pode comprometer a seguranca e a eficacia de procedimentos estéticos. Em
contraste, a ndo deteccdo de fungos, utilizando os iniciadores F
(AATTGACGGAAGGGCACC) e R(TTCCTCGTTGAAGAGCAA), que amplificam o gene

18S rRNA, sugere a auséncia de contaminacao fungica detectavel pelos métodos empregados.
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Os resultados da pesquisa apontam para a necessidade de medidas rigorosas no
armazenamento do AH, com o objetivo de minimizar o risco de contaminacdo bacteriana e

garantir a seguranca dos procedimentos realizados com esse material.

Estudo da densidade celular de biofilmes de S. epidermidis tratados com ampicilina

Os tratamentos com concentragdes subinibitdrias de ampicilina reduzem a densidade celular
do biofilme formado na superficie do AH (grafico 5). Tratamentos com 25 pg/ml de
ampicilina [2,86 . 10 °® UFC/mI] reduziram a densidade do biofilme em comparacdo ao
controle [2,04 . 10 *YUFC/ml] [ p = 0,0152] e tratamentos com 50 pg/ml de ampicilina [2,065
. 10 ® UFC/ml] reduziram a densidade do biofilme em comparacéo ao controle [2,04 . 10 ©
UFC/ml] [ p =0,011].

Grafico 5: Quantificacdo da densidade celular dos biofilmes de S. epidermidis formado na
superficie do &cido hialurbnico sob presséo de concentragdo subinibitérias de ampicilina.
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Fonte: Produzido pela autora, 2025

ConcentracOes subinibitorias de ampicilina reduzem a densidade celular do biofilme de S.

epidermidis formado na superficie do AH.

Os tratamentos com concentragdes subinibitorias de ampicilina reduzem a densidade celular
do biofilme formado na superficie de polietileno das placas de 6 pocgos (grafico 5).
Tratamentos com 25 pg/ml de ampicilina [1,28 . 10 ® UFC/mI] reduziram a densidade do

biofilme em comparagéo ao controle [1,55 . 10 1° UFC/ml] [ p = 0,0132] e tratamentos com
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50 pg/ml de ampicilina [1,07 . 10 ° UFC/mI] reduziram a densidade do biofilme em
comparagdo ao controle [1,55. 10 *°UFC/ml] [ p = 0,02].

O combate as infeccBes relacionadas a biofilmes apresenta um grande desafio. Durante o
tratamento com antibidticos, € comum que 0s microrganismos sejam expostos a concentragdes
subinibitorias (abaixo da Concentracéo Inibitdria Minima - CIM), uma vez que a CIM maxima
geralmente ndo se mantém por um periodo prolongado no organismo apos a administragéo. A
exposicdo a concentracdes sub-CIM ocorre devido a dosagens insuficientes de antibidticos ou

flutuacOes nas concentracdes do medicamento entre as doses (61, 72).

Concentraces subminimas de antibioticos podem induzir alteracbes na morfologia das
celulas bacterianas, afetar a inducao de préfagos, a taxa de crescimento bacteriano, a atividade
enzimatica e a capacidade de adesdo as células hospedeiras. Além disso, estudos tém
demonstrado um aumento na formacéo de biofilmes por bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas em ambientes com concentracdes sub-CIM de antibidticos (72).

A ampicilina, conhecida por sua boa penetracdo em certas regides, como o trato biliar e a pele,
é utilizada principalmente no tratamento de infec¢des da vesicula biliar causadas por
Salmonella spp.. Resultados de estudos recentes mostraram que concentracdes de ampicilina
correspondentes a 0,125, 0,25 e 0,5 vezes a CIM reduziram a formacao de biofilme por essas
bactérias em superficies de poliestireno durante 24 horas de incubacdo. Observou-se uma
diminuicdo na formacdo de biofilme em cepas isoladas de pacientes e portadores,
concomitante ao aumento do valor da concentracdo sub-CIM do antibiotico. A reducdo na
formacdo de biofilme foi observada em 76,1% das cepas isoladas de pacientes e 82,6% das
cepas isoladas de portadores (72).

A demonstracdo de que concentracbes sub-CIM de antibidticos podem induzir alteracdes
significativas no comportamento bacteriano, incluindo a modulagéo da formagao de biofilmes,
fornece um contexto cientifico solido para os achados descritos no grafico 05. A observagéo
de que a ampicilina, em concentragdes subinibitdrias, pode reduzir a formagéo de biofilme em
Salmonella spp. em superficies de poliestireno, e a constatacdo de que essa reducdo €
observada em cepas clinicas, corroboram a hipotese de que a ampicilina pode exercer um
efeito semelhante no biofilme de S. epidermidis em superficies de AH. Além disso, a
constatacdo de que concentracdes sub-CIM podem afetar a viruléncia bacteriana reforca a
importancia de investigar os efeitos dessas concentracdes em biofilmes, especialmente em
contextos clinicos onde a formacdo de biofilmes pode levar a infecgdes persistentes e de dificil

tratamento.
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Gréfico 6: - Quantificagdo da densidade celular dos biofilmes de S. epidermidis formado na
superficie da placa de polietileno sob pressdo de concentracdo subinibitdrias de ampicilina.
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Fonte: Produzido pela autora, 2025

Uma vez que um biofilme se estabelece, a eliminacgdo deste por meio de antibidticos torna-se
um desafio expressivo. Essa dificuldade decorre da baixa eficacia de muitos antibioticos no
tratamento de infecgdes cronicas por estafilococos, agravada pela crescente prevaléncia de
cepas de Staphylococcus CoNS multirresistentes, especialmente quando se trata de ambientes

hospitalares (61).

A resisténcia aos antimicrobianos nos biofilmes ¢ um fendmeno multifacetado. A barreira
fisica da matriz do biofilme dificulta a penetracdo de agentes antimicrobianos, enquanto
enzimas presentes no biofilme podem inativa-los. Além disso, as altera¢des no metabolismo
e na expressdo genética dos microrganismos dentro do biofilme contribuem para uma menor

sensibilidade aos antimicrobianos (61, 62).

Estudos tém evidenciado que a exposi¢do a concentra¢fes subinibitorias de antibidticos pode
influenciar a formacdo de biofilmes e desencadear a expressdo de genes associados a
resisténcia bacteriana. Pesquisas de Sato et al. (2018) e Wang et al. (2010) demonstraram que
a presenca de antimicrobianos em doses subinibitérias pode estimular a formacao de biofilmes
em diversas espécies bacterianas. Além disso, ha evidéncias de que biofilmes expostos a
antibioticos podem apresentar caracteristicas de maior viruléncia em compara¢do com

biofilmes ndo expostos (64).
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Estudo da geracdo de SCVs de S. epidermidis no biofilme tratado com concentracdes
subinibitdérias de ampicilina.

Concentracdes subinibitorias de ampicilina estimulam a frequéncia de geracdo de SCVs em
uma superficie com AH (gréfico 7). Tratamentos com concentracGes subinibitorias de
ampicilina estimulam a frequéncia de geracdo de SCVs; tratamentos com 25 pg/ml de
ampicilina [0,0133] aumentam a frequéncia de formacao de SCVs em comparacéo ao controle
[0,00065] [ p = 0,001].

A presenca de um agente antimicrobiano com acdo bactericida lenta pode ter provocado
alteracdes no comportamento de crescimento das bactérias, seja através da ativacdo de
mecanismos de adaptacdo ou pela selecdo de microrganismos preexistentes com menor
sensibilidade. Em conformidade com a literatura, a observagdo de coldnias com morfologia
reduzida e crescimento limitado em varidveis concentraces de antimicrobianos sugere a
ocorréncia de alteracdes no padrdo de comportamento bacteriano, como um mecanismo de

sobrevivéncia.

Esse padrdo, conhecido como Pequenas Variantes de Col6nias (SCVs), caracteriza-se por
colénias de tamanho diminuto em &gar, menor producdo de toxinas, maior expressao de
adesinas, crescimento intracelular e resisténcia a antimicrobianos. A instabilidade dessas
colénias permite a reversdo ao fendtipo selvagem, proporcionando uma protecao temporaria

contra a acao bactericida e, potencialmente, favorecendo a persisténcia da infeccéo (70, 71) .

Pesquisas recentes demonstram que concentracdes de vancomicina proximas a 10 pg/mL,
consideradas subterapéuticas, sdo capazes de induzir alteracGes fenotipicas adaptativas em
bactérias, sem comprometer a viabilidade da populagéo(70, 71). Esse achado corrobora com
os resultados do estudo, que, embora investigue outro antimicrobiano, também observou

alteracOes fenotipicas em resposta a concentracfes subinibitorias.
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Grafico 7: Frequéncias de formacao de SCV de S. epidermidis em uma superficie de acido
hialurdnico sob pressao de concentragdo subinibitdrias de ampicilina.
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Tratamentos com 50 pg/ml de ampicilina [0,0325] aumentam a frequéncia de formagao de
SCVs em comparacgao ao controle [0,00065] [ p = 0,001] (gréafico 7).

ConcentracOes subinibitérias de ampicilina estimulam a frequéncia de geracdo de SCVs em
uma superficie de polietileno. Tratamentos com 25 pg/ml de ampicilina [0,02] aumentam a
frequéncia de formacdo de SCVs em comparacdo ao controle [0,00021] [ p = 0,001] e
tratamentos com 50 pg/ml de ampicilina [0,018] aumentam a frequéncia de formacgéo de SCVs
em comparacdo ao controle [0,00021] [ p = 0,0015] (grafico 8).

Gréfico 8: Frequéncias de formagéo de SCV de S. epidermidis em uma superficie de polietileno sob
pressao de concentragdo subinibitdrias de ampicilina.
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A capacidade de adaptacdo bacteriana a ambientes adversos, como a presenca de antibioticos,
é um fendmeno complexo. A persisténcia induzida por drogas, por exemplo, pode ser
desencadeada pela exposicdo a concentragBes subinibitérias, ou seja, aquelas que ndo sao
suficientes para eliminar completamente a populacdo bacteriana. Da mesma forma,
concentracdes subterapéuticas, abaixo do nivel necessario para erradicar uma infeccéo, podem

selecionar subpopulacbes bacterianas com alteracdes fisioldgicas temporérias ( 67, 68).

Ao longo do tempo, o0 acimulo de mutacBes adaptativas pode conferir sobrevivéncia a um ou
mais antibidticos bactericidas, aumentando a tolerancia e, consequentemente, acelerando o
desenvolvimento da resisténcia. A dificuldade em detectar pequenas porcdes de células
tolerantes pode levar a escolhas terapéuticas inadequadas, resultando na evolucdo e
disseminagdo de microrganismos com capacidades adaptativas irreversiveis e persistentes
(69).

7. CONCLUSAO

Destaca-se o elevado percentual de contaminagdo (90%) em preenchedores armazenados com
a agulha de aplicacédo, predominantemente por cocos e bacilos Gram-positivos. Esse achado
evidencia a susceptibilidade dos preenchedores a contaminacéo quando expostos ao ambiente
por meio da agulha, reforcando a importancia da adocdo de préticas rigorosas de assepsia

durante 0 manuseio e armazenamento.

Por outro lado, 100% dos preenchedores abertos exclusivamente para a transferéncia do
material para uma nova seringa e imediatamente fechados com a tampa ndo apresentaram
qualquer sinal de contaminacdo. Esse achado reforca a eficacia dessa técnica como uma
medida fundamental para a manutencdo da esterilidade dos preenchedores e a seguranga dos
pacientes. Além disso, ressalta a importancia da adocdo de protocolos rigorosos de
manipulacdo e armazenamento, minimizando a exposi¢do do produto ao ambiente e reduzindo

significativamente o risco de contato com microrganismos presentes no ar ou em superficies.

Nosso estudo retrospectivo observacional confirma que boas praticas de armazenamento sdo
essenciais para prevenir a contaminacdo de preenchedores de &cido hialurdnico (AH) por
microrganismos, especialmente bactérias Gram-positivas. O AH representa um ambiente
propicio para o desenvolvimento de biofilmes bacterianos de Staphylococcus epidermidis, o
que é preocupante, pois essa espécie faz parte da microbiota natural da pele. Além disso, o

tratamento com concentragdes subinibitorias de ampicilina reduz a densidade celular dos
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biofilmes de S. epidermidis, mas aumenta a frequéncia de geracdo de SCVs, o0 que pode estar

associado a persisténcia de infecgdes cronicas.

Diante disso, compreender a interacdo entre 0 AH e a microbiota cutanea é essencial para o
desenvolvimento de estratégias preventivas mais eficazes, visando minimizar complicacdes

clinicas associadas ao uso de preenchedores dérmicos.
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