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Oliveira MRM. Avaliagcdo das propriedades morfo-fisicoquimica e biolégica de
diferentes acidos hialurénicos (AHs). Estudo in vivo e in vitro [Dissertacéo
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi realizar a caracterizagdo morfo-fisicoquimica
e avaliar a resposta histopatolégica e a biodegradagdo de AH indicados para
preenchimento dérmico: DMC-Facial 12,5% (D12) e RennovaFill (RF) e
aumento volumétrico de tecido: DMC-Facial 15% (D15) e Rennovalift (RL). A
caracterizagao foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV),
espéctroscopia dispersiva de raios X (EDX) e infra vermelha com transformada
de Fourier (FT-IR) e reometria dindmica oscilatéria. Para avaliagdo da resposta
histopatolégica e da biodegradagcao foi implantado 0,1 mL de cada AH no
plano sub-dérmico do dorso de 25 ratos Hostsman, aleatériamente distribuidos
em 5 grupos (n=5), de acordo com o tempo de implantagdo dos AH (7, 14, 30,
60 e 120 dias). Um examinador experiente (HP), calibrado e cego para os AHs
utilizados analisou os cortes. Modelo loglinear e teste de quiquadrado (x2)
foram utilizados para avaliar a associagao entre os AH e a intensidade da
resposta histopatolégica e biodegradagao para p<0,05. A hipétese nula (HO) foi
rejeitada pois tanto na caracterizagdo morfo-fisicoquimica quanto na avaliagcéo
da resposta histopatolégica e da biodegradagdo mostraram diferengas
signficatica entre os Ahs testados. Pode-se concluir que: 1) AH com a mesma
indicacao clinica diferem tanto nas caracteristicas morfo-fisicoquimica com na
resposta inflamatéria provocada e no padréo de biodegradagao. 2) O nivel de
resposta histopatolégica depende do AH utilizado. 3) Uma morfologia estrutural
caracteristicas de D12 e D15, formada por cadmaras separadas por septos
finos, com bordas afiladas e irregulares, provoca maior resposta inflamatéria, 4)
Todos os AH testados estimularam a neo-formacéo de fibroblasto e colageno.

5) A biodegradacao dos AH é inversamente proporcional a taxa de reticulagéo.

Palavras-chave: Acido hialurénico. Preenchedores dérmicos. Reologia.



Oliveira MRM. Evaluation of the morpho-physico-chemical and biological
properties of different hyaluronic acids (HAs). In vivo and in vitro study.
[Dissertacdo Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2017.

Abstract

The aim of this study was to perform the morpho-physicochemical
characterization and to evaluate the histopathological response and
biodegradation of AH indicated for dermal filling: DMC-Facial 12.5% (D12) and
RennovaFill (RF) and tissue lifting: DMC-Facial 15% (D15) and RennovalLift
(RL). The characterization was performed by scanning electron microscopy
(SEM), X-ray dispersive (EDX) and Fourier transform infra red spectroscopy
(FT-IR) and oscillatory dynamic rheometry. To evaluate the histopathological
response and biodegradation, 0.1 mL of each HA was implanted in the dorsal
subdermal plane of 25 male Hostsman rats, randomly distributed in 5 groups (n
= 5), according to the time of implantation of AH: 7, 14, 30, 60 and 120 days).
Slides were analyzed by a experienced examiner (HP), calibrated and blinded
for the AH used. Loglinear model and chi-square statistical test (x2) were used
to evaluate the association between AH and the intensity of histopathological
response and biodegradation for p <0.05. Results: The null hypothesis (HO) was
rejected because both the morpho-physicochemically characterization and the
histopathological analysis showed significant differences between the tested
AHs. It can be concluded that: 1) AH with the same clinical indication differ in
the morpho-physicochemical characteristics, in the inflammatory response and
in the biodegradation pattern. 2) The level of histopathological response
depends on the AH used. 3) A structural morphology characteristic of D12 and
D15, formed by chambers separated by thin septa, with sharp and irregular
borders, causes a greater inflammatory response, 4) All HA tested stimulated
the fibroblast and collagen neoformation. 5) The biodegradation of HA is

inversely proportional to the crosslinking rate.

Keywords Hyaluronic acid. Dermal fillers. Rheology.
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1 INTRODUGAO

O acido hialurénico (AH) esta presente naturalmente nos tecidos e fluidos do
corpo humano em quantidades que decrescem ao longo do anos e € sintetizado
principalmente pelos fibroblastos (Necaset al.*®, 2008). O mesmo ¢é classificado
bioquimicamente como um biopolimero de alto peso molecular de carga negativa,
composto por varias unidades dissacarideas de acido D-glicurdénico (GIcUA) e N-
acetilgicosamida (GIcNAc) unidas alternadamente por ligagdes glicosidicas B- 1,3 e
B- 1,4. (Necas et al.**, 2008)

Devido as suas excelentes caracteristicas de biocompatibilidade, permeacao
ao oxigénio, biodegradabilidade, ndo mutagenicidade, modulagédo do processo de
diferenciagdo celular e de reparacdo tecidual, (Bertl et al.?, 2015) e (Faga et al.’®,
2013), o AH tem sido indicado como biomaterial substituto na reposigao do fluido
sinovial de articulacdes (Legré-Boyer®? 2015), lubrificante ocular (Lee et al.?®, 2017),
prevencao de aderéncia tecidual em pos-cirurgicos (Chen et al.”®, 2017), regenerar
feridas (Voigt et al.*’, 2012), hidratar a derme (lannitti et al.?*, 2016), reduzir as
marcas de expressdes estaticas advindo do envelhecimento (Necas et al.*, 2008)
(Kablik et al.?’, 2009), tratar a harmonia facial, complementar o tratamento
periodontal (Dahiya et al.®, 2013) e (Bertl et al.’, 2015), tratar o espago negro
gengival (Becker et al., 2010),(Lee et al.*!, 2016) e no capeamento pulpar (Bogovié
et al’, 2011). Recentemente, também tem sido indicado como barreira
antiaderente/antimicrobiana para aplicagdes em medicina e odontologia (Romano et
al.®®, 2017).

A versatilidade de tratamentos com o AH se faz possivel devido a
possibilidade de alteracbes na sua estrutura quimica pelo processo denominado de
reticulagdo, também conhecido como cross-linked (Tezel et al.*®, 2008). O AH
natural, sem as alteracdes da reticulacdo, ndo apresenta as propriedades mecanicas
necessarias para promover a expansao e sustentagdo dos tecidos, muito menos
durabilidade no quesito de biodegradacgédo, o que inviabiliza sua aplicagcéo clinica,
pois é rapidamente degradado pela enzima hialuronidase (Tezel et al.*®, 2008).

A reacao de reticulagado pode ser realizada por via carboxilica ou hidroxilica,
complementada ou ndo, pela agregacao de outros compostos a cadeia polimérica
(De Boulle et al.™, 2013). O objetivo da reticulagdo é aumentar o nimero de duplas

ligacbes entre os diferentes seguimentos das moléculas de AH, favorecendo a
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formacdo de uma malha molecular densa, menos susceptivel a biodegradacao e
com propriedades fisico-mecanicas otimizadas. (Friedman et al.?', 2002) e (De
Boulle et al.™, 2013).

Os agentes reticulantes mais utilizados nos AHs indicados para o uso clinico
em preenchimentos dérmicos, e aumento volumétrico dos tecidos € o 1,4-butanodiol
éter glicidico (BDDE) - Figura 1, ou a divinilsulfona (Segura et al.**, 2005) e (De
Boulle et al.™, 2013), que sao adicionados na reagao de reticulagao para melhorar a
estabilidade e, principalmente, para reduzir a biodegradagdo dos AHs (Noh et al.*,
2006), (De Boulle et al.™, 2013), (Cena et al.?, 2014) e (Al-Sibani et al.”, 2015).

Figura 1 - Molécula do reticulante 1,4-butanodiol eter glicidico (BDDE)

0
H

H
0

Fonte: PubChem URL: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

O processo de reticulacao possibilita a obtencdo de diferentes caracteristicas
do gel de AH. S&o descritos na literatura por exemplo sete diferentes tecnologias de
reticulagbes que atualmente apresentam patentes de diferentes fabricantes como
por exemplo: AH nado animal estabilizado (NASHA®), Matriz 3D®, Vicross®,
Tecnologia de equilibrio ideal (OBT®), Matriz coesiva polidensa (CPM®), AH
resiliente (RHA®) e rede interpenetrante (IPN-Like®). Cada uma destas tecnologias
resulta em um gel de AH com caracteristicas estruturais, de coesividade e
viscoelasticidade distintas, o que, por sua vez, determinara diferengcas em outras
propriedades fisico-mecanicas como comportamento térmico, padrdo de
intumescimento (swelling), e taxa de biodegradagao (Micheels et al.*’, 2016).

Além disso, ainda pode se destacar que o processo de reticulacido influi
diretamente na biocompatibilidade do gel de AH formado. O tipo e o grau de

reticulacdo, bem como presenca de BDDE residual interferem no nivel da resposta


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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inflamatoria ao implante de AH nos tecidos (De Boulle et al.™, 2013). Tecnicamente,
produtos mais reticulados apresentam maior capacidade de preenchimento e
sustentagao tecidual, menor taxa de biodegradagao e inicialmente maior processo
inflamatorio, (Kablik et al.?’, 2009) (De Boulle et al.’*, 2013).

Essa resposta inflamatdria transitéria, parece ser uma vantagens do AH, pois
pode resultar no encapsulamento desse biopolimero por fibras colagenas o que,
consequentemente, aumenta a eficacia e a longevidade dos tratamentos realizados
(Matarasso et al.**, 2006), (Baumann et al.?, 2007) e (Narins et al.*®, 2010).

Além disso, n&o esta claro se somente o nivel e tipo de reticulagao ¢é o fatores
responsavel por esse encapsulamento, ou se outros fatores como composicao,
arranjo estrutural, pH do gel, e comportamento reolégico também contribuem para
esta eficacia diferenciada.

De acordo com seu comportamento reoldgico o AH pode ser classificado
como um biopolimero viscoelastico. Essa viscoelasticidade ¢é diretamente
influenciada pelo nivel de reticulagdo do material. Assim, AHs mais reticulados sao
mais viscosos e apresentam maior modulo de elasticidade, proporcionam maior
sustentacao tecidual e tratamentos mais duraveis, porém tem baixa capacidade de
se recuperar de deformacgdes.

No mercado, estdo disponiveis para os profissionais, AHs de alta, média e
baixa reticulacdo. Porém nao se sabe se estes produtos tem comportamentos
reologicos semelhantes e, nem se induzem resposta inflamatéria diferenciada, que
poderia resultar desempenho clinico distinto.

A taxa de biodegradacdao €& outra propriedade que pode influenciar no
desempenho dos tratamentos realizados com AH. Em principio uma maior
reticulacdo diminui a taxa de biodegradagdo do material e possibilita que este
biopolimero seja utilizado para diferentes aplicagbes de média e longa duragao.
Segundo (Falcone et al.'’, 2008), a taxa de biodegragdo do AH pode ser estimada
ao se multiplicar a concentracédo de AH no gel pela elasticidade do produto. Estes
dados podem ser obtidos a partir da informacédo dos fabricantes e por estudos de
reologia. No entanto, a relagcdo entre o grau de reticulagdo e a taxa de
biodegradac&o ainda n&o esta totalmente definida. Da mesma forma, pouco se sabe
sobre a influéncia da taxa de biodegradacao e a resposta tecidual ao AH.

Pelo exposto fica clara a importancia de estudos que avaliem se AHs com

maior reticulagdo s&o encapsulados por fibras colagenas e, se a composigao
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quimica, o arranjo estrutural, o comportamento reoldégico e a biodegradacao do

biopolimero contribuem de alguma forma para a resposta tecidual ao material.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Os resumos desta sessdo foram organizados por topicos para melhor
compreensao da evolucdo do conhecimento cientifico sobre o uso do AH, sua
aplicacdo na odontologia suas propriedades fisico-mecanicas, quimicas e a

resposta bioldgica ao implante de AH nos tecidos.

2.1 Consideracoes Gerais sobre o AH

Segundo Matarasso et al.*®> (2006), a Sociedade Americana de Cirurgia
Plastica Estética cerca de 12 milhdes de procedimentos cosméticos (2,1 milhdes de
cirurgides e 9,7 milhdes de nao-cirurgicos) foram realizados nos Estados Unidos em
2004. Destes, quase 900 mil dos procedimentos n&o cirurgicos foram procedimentos
de aumento de tecido mole usando enchimentos de acido hialurénico. Embora o uso
de todos os preenchimentos tenha aumentado de 2003 para 2004, o uso de
preenchimento de AH em especifico aumentou quase 700 por cento. Este aumento
em todos os procedimentos cosméticos reflete a tendéncia crescente, especialmente
com o aumento da concorréncia no trabalho, para manter um estilo de vida e
aparéncia juvenil. Recomenda-se atencao especificas para o uso do AH Restylane
em cada area alvo potencial, incluindo o tipo de anestesia, técnicas de injegao,
volume de injecdo, uso em combinagdo com outros procedimentos e expectativa de
longevidade das corregoes.

Fan et al.’® (2006), realizaram teste por espectro FT-IR com objetivo de
avaliar grupos que compde estruturalmente AH e suas atribuicdo. Os resultados do
espectro FT-IR neste ensaio concordam com o emitido pela ASTM?. Além disso, o
espectro Raman tem sido usado como complemento com o objetivo de provar os
achados no FTIR. Com base no reconhecimento preliminar dos grupos funcionais na
HA, o dicroismo circular do material também foi explorado.

Baumann et al.> (2007), compararam a eficacia e a segurancga de gel de AH
com colageno bovino utilizados para corre¢do volumétrica na regido nasolabial
(NLF). 439 voluntarios com ruga nasolabial moderada ou severa receberam
aplicacao dos materiais e a evolucao do tratamento foi acompanhada por 1 ano. Os
resultados mostraram uma corre¢do mais duradoura para o AH comparado ao
colageno bovino apesar de ambos os materiais de preenchimento serem igualmente

bem tolerados pelos pacientes.
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Necas et al.*® (2008), realizaram uma revisdo de literatura que descreve o
metabolismos, diferentes funcbes fisioldgicas e patoldgicas, propriedades
farmacoldgicas basicas e o uso clinico do acido hialurénico (AH). Concluindo que por
meio de descobertas multidisciplinares o AH pode ser indicado com sucesso para
uma gama de aplicagcbes biomédicas. Destacaram ainda que futuras terapias
clinicas dependem de uma compreensdao mais detalhada dos efeitos do peso
molecular e concentragcao de HA e como essa biomolécula interage especificamente
com células e componentes da matriz extracelular ECM.

Tezel et al.*® (2008), explicaram a ciéncia basica do HA e descreveram a
influéncia das propriedades fisicas dos preenchedores dérmicos, tais como, o grau
de reticulacao, dureza do gel, consisténcia do gel, viscosidade, forca de extrusao,
concentracdo de HA e extensdo da hidratagdo nos resultados clinicos. Alem disso,
descreveram a composicdo quimica dos mondmeros dissacarideos de AH e como
formam e sdo reticuladas as cadeias poliméricas. Enfatizam a importancia do
conhecimento do plano quimico e fisico dos preenchedores dérmicos de AH para a
correta escolha do preenchedor dérmico de AH apropriado.

Em 2009, Kablik et al.?’ (2009), discutiram as principais propriedades fisicas e
os metodos utilizados na caracterizagao de preenchimentos dérmicos de varios
materiais disponiveis no mercado. Para as propriedades fisicas, foram medidas
concentracgao, relagao gel-fluido, concentragdo de AH gel, grau de modificagdo do
AH, porcentagem de reticulagao, intumescimento, modulo e tamanho de particula.
Os resultados demonstraram que os enchimentos comerciais exibem uma grande
variedade de propriedades. Com isso, sugerem ao clinico combinar os fatores que
influenciam o desempenho do preenchimento com o resultado desejado pelo
paciente para selecionar o produto ideal para alcangar o melhor resultado estético.

Com o objetivo de comparar a efetividade e seguranga de AH de matriz
polidensificada (CPMHA) com colageno bovino (COL) em corregdes volumétricas de
intensidade média e profunda, Narins et al.® (2010), realizaram um estudo onde
envolveu 118 pacientes que receberam a aplicagdo dos materiais em lados
contralaterais de sulcos nasolabiais e mensurada usando escala da classificagcao de
severidade de rugas a cada duas semanas no periodo de 1 ano. Os resultados
revelaram uma melhora significativamente maior para o CPMHA em comparagao ao
COL levando os autores a concluirem que AH de matriz polidensificada é mais

efetivo que o colageno bovino.
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Em 2012, Voigt et al.*’ (2012), realizaram uma revisdo sistematica da
literatura e meta-andlise para identificar ensaios controlados randomizados,
avaliando o uso de derivados de AH em cicatrizes de queimaduras, epitélio cirurgico
e feridas crénicas. Notou-se, na maioria dos ensaios controlados randomizados que,
os derivados de AH melhoraram significativamente a cicatrizagcado de feridas versus
terapias tradicionais ou placebo.

Micheels et al.*’

(2016), avaliaram laboratorialmente diferentes propriedades
de géis de AH com o objetivo de entender melhor suas propriedades e indicagdes
particulares. Foram descritas e avaliadas 7 tecnologias de reticulagdo: AH (NASHA®
[Restylane®]), 3D Matrix (Surgiderm® 24 XP), matriz polidensificada coesa (CPM®
[Belotero® Balance]), interpenetrando a rede (IPN-like [ Stylage® M], Vycross®
(Juvéderm Volbella®), tecnologia de equilibrio étimo (OBT® [Emervel Classic]) e HA
resiliente (RHA® [Teosyal Global Action]).Os géis foram submetidos a testes de
coesao, que mostrou variagao para os 7 géis sendo o NASHA e o CPM os de menos
e maior coesividade respectivamente; teste de resisténcia ao estiramento, que
confirmou os achado do teste de coesdao; e exame microscépico, que revelou
variaveis de tamanho e distribuicdo nas particulas de AH dos 7 géis sendo o CPM
nao apresentou particulas visiveis ao microscépio. Os resultados laboratoriais
levaram os autores a concluir que as diferentes tecnologias podem influenciar no
comportamento de cada gel podendo ajudar os profissionais a selecionar o produto
ideal para uma indicacao de tratamento especifica.

Legré-Boyer®? (2015), tece consideragdes sobre o uso do AH como fluido de
viscosuplementagdo para tratamento de osteoartrite, O autor destaca que a
viscosuplementacdo tem uma moderada mas significativa eficacia (20%) , reduzindo
a dor e melhorando a fungao, em especial, quantos as articulagdes do tornozelo e
ombro sdo tratadas. No entanto, os resultados sdo decepcionantes quando o AH é
aplicado para tratar a articulagdo do quadril. Os melhores resultados de
viscossuplementacao foram obtidos quando o AH foi utilizado para tratar o tornozelo

ou ombro.

2.2 Reticulacao e Degradagao
Nobuhiko et al.*® (1992), avaliaram a degradagdo por radicais hidroxil e por
inflamagao de um hidrogel de AH reticulado com éter glicidilico. Observaram que os

radicais hidroxil provocaram uma degradagao rapida porem limitada dos hidrogéis.
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Para evitar a degradagao pela enzima hialurbnidase, micro esferas capazes de
serem liberadas durante a degradagao foram incorporadas na matriz de AH
reticulada. A durabilidade do gel em fungdo da resposta inflamatéria foi analisada
por experimento in vivo com implantagcao dos materiais em dorso de rato. Os autores
concluiram que os géis de AH reticulados podem ser promissores como matrizes
biodegradaveis responsaveis pela estimulo inflamatério e também tem potencial para
liberacdo controlada de farmacos.

Em 2005, Segura et al.** (2005), em seu estudo para produgdo de géis de AH
degradaveis investigaram uma estratégia de reticulagao dirigida aos grupos alcool
utilizando como agente de reticulagdo o diepoxi polietilenoglicol, posterior a
incorporacao de colageno na solugdao de AH, a fim de garantir suporte na adesao
celular. Observaram que os hidrogéis possuiam interior poroso (6 a 9 uym de
didmetro) e degradavam-se completamente em 14 dias na presenga da enzima
hialurénidase (100 U/mL) e em 3 dias na presenga da colagenase (66 U/mL).
Concluiram que a modificagdo quimica por reticulagdo nao preveniu a
biodegradagao do AH.

Noh et al.*' (2006), avaliaram o efeito das ligagdes cruzadas e pesos
moleculares nas propriedades de um hidrogel de (AH)-poli (oxido de etileno) (PEO).
Para isso, adicionaram diferentes pesos moleculares a estrutura do hidrogel (100
kDa e 1,63 mDa) e a partir dai, analisaram a capacidade de intumescimento,
resisténcia mecanica e comportamentos reoldgicos. Para obtengcdo do baixo peso
molecular o hidrogel foi tratado previamente com uma solugdo de cloreto de
hidrogénio e a metacrilagao foi obtida por enxerto de metacrilato de aminopropil nos
seus grupos funcionais de acido carboxilico. Foram utilizados os recursos:
cromatografia de permeagdo em gel (CPG), para avaliagdo de comportamento de
peso molecular; e ressonéncia magnética nuclear-1 H (RMN) para medir o grau de
ligacbes de metacrilato. Para os hidrogéis de baixo peso molecular os resultados
mostraram que a formagao de hidrogeleificagcdo ocorre em menos tempo, as
propriedades mecanicas sao mais fortes, a absorcdo de agua e o tamanhos de
poros menores na sua superficie e seccao transversal sdo menores. Tais resultados
levaram os autores a concluir que diferencas do peso molecular devem ser
consideradas na concepgao dos hidrogéis, a fim de aprimorar suas propriedades.

Daar et al."? (2010), investigaram os efeitos de degradacéo da radiacéo de

raios-X no AH em doses de radioterapia. Avaliaram aspectos quanto a viscosidade,
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usando viscosimetro na faixa 0,01-1% p/v; e tensdes de cisalhamento. O AH foi
submetido a doses de radiagao de fétons de 6 MV variando de 0 a 20 Gy, sendo a
maior énfase nas doses inferiores a 5 Gy. Uma relagdo dose-dependente entre a
viscosidade e a taxa de cisalhamento foi observada, e a viscosidade foi reduzida
com a dose de radiagdo com uma dose na faixa de 0-4 Gy. A dependéncia parece
tornar-se mais fraca em concentracbes mais elevadas, possivelmente porque a
viscosidade do emaranhamento de polimero se torna dominante em relagéo ao peso
molecular médio.

Yeom et al.°’ (2010), desenvolveram um novo material de AH indicado para
aumento volumétrico de tecidos, utilizando como método de reticulagdo a ligagao
direta de amida entre os grupos carboxila e hexametilenodiamina (HMDA) do HA,
com uma modificagdo otimizada do grupo carboxila,. Esse método pode ser
preparado em 5 minutos pela adicao da solugcdo de HMDA ativada com 1-etil-3- [3-
(dimetilamino) propil] carbodiimida (EDC) e mono-hidrato de 1-hidroxibenzotriazole
(HOBt) ao acido hialurdnico. Cinco tipos de amostras, um controle normal, um
controle negativo, um controle positivo de Restylane, hidrogeles de HA (ADH)
enxertados com dihidrazida de acido adipico e HAHMDA, foram injetados
subcutaneamente em camundongos Os resultados mostraram que os hidrogéis HA-
HMDA exibiram o melhor efeito de aumento de tecido sendo estavel por mais de 3
meses. As imagens histologicas revelaram excelente biocompatibilidade e
seguranga.

Hillel et al.?? (2012), realizaram um estudo para validar um modelo animal
para comparar a degradagdo e a reagao tecidual ao AH utilizado para do
preenchimento do tecido. Quatro formulagées de AH foram injetados na derme de
ratos Sprague-Dawley. Trés dimensdes dos implantes foram medidas no dia 0, dia 1
e mensalmente durante 1 ano ou até a total reabsorcdo do material. Foram
realizadas analises volumétricas, validadas pela ressonéncia magnética e analise
histolégica. Os resultados validaram a adequacgéao da implantagédo de AH no espaco
subcutaneo profundo, na derme e no panniculus carnosus. Os AH de alta e muito
alta concentragdo mantiveram volumes e propor¢des de volume significativamente
maiores que os de baixa concentragdo ao longo da duragdo do estudo. Esses
resultados quantitativos validam o modelo da implantagdo de AH na subcutis de
ratos como modelo pré-clinico acelerado para estudo de preenchimentos com este

biopolimero
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De Boulle et al."* (2013), realizaram uma revisdo de literatura com o objetivo
de analisar o metabolismo de preenchimentos dérmicos de acido hialurénico (AH)
reticulados com 1,4-butanodiol diglycidil-éter (BDDE) e examinar a seguranga dos
subprodutos resultantes. Observaram que apos a reagdo com AH, os grupos epoxi
do BDDE sao neutralizados, e apenas vestigios de BDDE nao reagidos permanecem
no produto. Os componentes que nao reagiram degradam e se dividem em
subprodutos inofensivos ou em subprodutos que sao idénticos as substancias ja
encontradas na pele. Concluiram por meio de analises clinicas acompanhadas nos
ultimos 15 anos que HA reticulado com BDDE e seus produtos de degradagao
mostram adequada seguranca clinica.

Berko et al.’ (2013), em seu estudo sobre hidrogéis baseados de HA linear ou
reticulado com potencial indicagéo para preenchimento de tecidos em regides mais
profundas da pele, compararam as propriedades reoldgicas, a hidratagéo, a resposta
inflamatdria e a penetracdo cutanea in vitro e in vivo. O efeito de hidratacao foi
mantido e os parametros reoldgicos foram ligeiramente alterados apds a reticulagao.
Os resultados mostraram que a formacgao de particulas menores de AH por meio do
efeito da reticulagdo proporcionaram uma melhor difusdo através de uma membrana
sintética e uma melhor penetragao através da epiderme humana e da pele animal
viva em comparacgado com o AH linear.

Park et al.*? (

2014), realizaram um estudo com objetivo de determinar os
fatores que afetam a resisténcia a degradagao dos géis de acido hialurénico (AH)
decorrentes de radicais e enzimas. Foram utilizados 3 tipos de AH: Juvederm Ultra
Plus, Restylane Perlane, e Cleviel. Para testar a resisténcias a degradacao
enzimatica foi realizado o teste com carbazole usando a hialuronidase como enzima.
A resisténcia destes preenchedores a degradagéao radical foi medida pelo ensaio de
deslocamento usando H;O,. Os resultados mostraram menor resisténcia a
degradacdo enzimatica para o gel Juviderm, seguidos progressivamente pelos géis
Perlane e Cleviel. Observou-se também AH tratado com H,O, mostrou elevado grau
de degradagao para Perlane®, seguido por Juviderm, e, em seguida, Cleviel. Em
ambos os casos o material Cleviel demonstrou o mais resistente além de demonstrar
uma elevada resisténcia ao calor e menor taxa de intumescimento. Os estudos in
vitro realizados sugerem que a diminuir a razdo de intumescimento resulta em uma

diminuicdo do grau de degradacgao de géis a base de AH.
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Yang et al.’® (2015), realizaram estudo com o objetivo de identificar e
quantificar fragmentos modificados na biodegradacao de hidrogéis. Foram avaliados
trés tipos de reticulagédo de AH: modificados com BDDE (grau de modificagéo total (t-
MOD), grau de modificagdo nas ligagdes cruzadas (c-MOD) e grau de modificagao
na ligagdo pendente (p-MOD). Para isso, foi utilizada uma nova hialuronidase
(HAase-B) produzida por Bacillus sp. A50 para digerir o hidrogel de AH. Os
resultados mostraram que os materiais possuem diferentes t-MOD, ¢c-MOD e p-
MOD, mas a relagado de ¢c-MOD para p-MOD resulta em quase 75%. Os produtos de
hidrogel da Q-Med tém t-MOD de cerca de 0,8% e ¢c-MOD de cerca de 0,1%, a
proporgao de c-MOD para p-MOD é de cerca de 13%. Os hidrogéis de ANTEIS S.A
tém valores de t-MOD muito maiores, a propor¢ao de c-MOD e p-MOD é de cerca de
8%. As diferengcas de parametros de reticulagdo indicam diferentes tecnologias de
preparagao de produtos de hidrogel.

Al-Sibani et al.’ (2015) compararam a taxa de degradacdo de seis hidrogéis
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e por espectroscopia no
ultravioleta visivel (UV-Vis). O sinal de degradagédo para cada um dos géis foi a
quantidade percentual de N-acetil glucosamina (NAG) obtida apds digestéao
enzimatica de um dia. Para uma finalidade de comparagao, os outros trés hidrogéis
foram classificados usando o método de perda de peso convencional que mostrou
taxas de degradacédo relativamente maiores. A analise estatistica revelou que néo
houve diferenca significativa entre os métodos HPLC e UV-vis, no entanto, esses
valores diferiram significativamente (p <0,05) do valor obtido a partir do método de
perda de peso.

Em 2015, Lee et al.*® (2015), avaliaram AHs reticulados com BDDE com 3
pesos moleculares diferentes em relagao a influéncia do peso molecular na razao de
intumescimento e modulo de elasticidade. Observou-se uma maior capacidade de
intumescimento para o material n&o reticulado e com maior peso molecular. Quanto
maior era a concentragdao de AH puro no material maior foi sua capacidade de
expansao e menor o0 seu grau de reticulagcdo devido a uma maior quantidade de
interacbes de cadeia AH cruzada. Diferentes resultados foram identificados para o
modulo de elasticidade (G') que foi menor para AH reticulado nanoparticulado em
comparagao com o AH monofasicos, sendo um fator determinante para a

longevidade clinica.
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Chun et al." (2016) prepararam um AH reticulado com microesferas e
diferentes pesos moleculares com objetivo de identificar o efeito do peso molecular
nas propriedades viscoelasticas. As cargas bifasicas dérmicas de AH foram
preparadas misturando as microesferas de AH reticuladas e os AHs nao reticulados.
Observou-se que o0 mdédulo de elasticidade dos materiais aumentou com o0 aumento
da fragao volumétrica das microesferas. Alem disso, as propriedades mecanicas e a
sensagcao de texturizacdo de particulas das cargas produzidas a partir de
microesferas de AH (Chun et al.", 2016) (1058 kDa) reticuladas em suspensdo em
AH n&o reticuladas (1368 kDa) foram alcangadas com sucesso. Os AHs feitos de
1058 kDa exibiram moédulos elasticos adequados (211 a 420 Pa) e sensagao de

texturizagao de particulas (escala 7 ~ 9).

2.3 Resposta Tecidual

Fernandez-Cossio et al.’ (2006), compararam a resposta tecidual do uso de
AH e PMMA como materiais de preenchimento. Os materiais apresentaram
diferentes respostas teciduais sendo que o PMMA se mostrou altamente bioativo e
sofreu infiltracdo celular e integracdo nos tecidos. O AH sofreu uma minima
infiltragéo celular e promoveu um fino encapsulado uniformemente. Concluiu-se que
apesar dos dois materiais serem indicados para preenchimento e serem
considerados biocompativeis apresentam respostas teciduais distintas sugerindo
que suas aplicagdes clinicas podem apresentar um comportamento diferente para
cada material.

Flynn et al.?® (2011) avaliou o comportamento histoldgico de géis de AH com
diferentes composi¢cdes quimicas analisados no momento apds a inje¢cao do material
e apos 14 dias. Os resultados mostram que as diferentes caracteristicas apresentam
comportamento diferente. Os géis bifasicos demonstraram deposigdo em grandes
poros, muitas vezes profundas na derme reticular e comprimem as fibras de
colageno. Os géis mono-densificados monofasicos mostram grandes grupos de AH
em toda a espessura da derme reticular. Este material quebra as fibras de colageno
na maior parte do plano dérmico. O gel polifundido monofasico penetra na derme de
maneira difusa e uniformemente distribuida, exceto na derme papilar, que
permanece livre de material exdgeno.

Micheels®* (2001), por meio de testes intradérmicos, de transformacio de

linfécitos e histologia realizada nos exames cuténeos e nas areas tratadas avaliou
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alguns dos efeitos colaterais causados por reacdes alérgicas relacionadas ao uso de
AH comerciais. Os testes cutaneos foram positivos para uma ou outra das duas
preparagdes de AH injetaveis usadas em medicina estética. As diferentes bidpsias
mostraram alguma reacéao inflamatdria crénica, mesmo 11 meses apos o tratamento
ou uma reagao granulomatosa grave do tipo corpo estranho. A analise do soro
revelou anticorpos positivos contra Restylane e/ou Hylaform e até mesmo acido IgG
e E anti-hialurénico. Concluiram que pacientes suscetiveis podem desenvolver
reacdes alérgicas ao uso de AH injetaveis destacando a importéncia de se realizar
mais testes intradérmicos prévios a realizagdo de tratamentos com AH.

Friedman et al.?’

(2002), realizaram revisao bibliografica afim de analisar os
efeitos adversos provocados pelo gel de acido hialurénico de origem nao-animal
(Restylane, Perlane, Restylane linhas finas, Q-Med AB, Uppsala, Suécia) relatadas
em pacientes provenientes da na Europa, Canad4, Australia, América do Sul, e na
Asia no periodo entre 1999 e 2000. No ano de 1999 os pacientes tratados com acido
hialurbnico de origem nao-animal apresentaram queixa principal de
hipersensibilidade localizada, podendo ser associada ao processo de fermentacao
secundaria. No ano de 2000, a hipersensibilidade continuou sendo relatada como
efeito adverso principal, porem, em menor escala devido a incorporagao de matéria
prima mais purificada. Concluiram que a hipersensibilidade pds-operatério € o
principal efeito colateral causado pelos AHs.

Lemperle et al.** (2003), realizaram um estudo com objetivo de avaliar a
biocompatibilidade e durabilidade de 10 produtos de preenchimento dérmico
disponiveis comercialmente. Para tal, 0,1cc de cada material foi injetado no
antebraco de um dos autores na regido intradérmica profunda. A evolugdo do
preenchimento de acordo com possiveis reagdes tecidual e tempo de permanéncia
no tecido foi observada nos periodos de 1, 3, 6 € 9 meses. por meio de analise
histologica e classificagdo de reagcdo de corpo estranho. Apesar dos resultados
mostrarem reacgdes inflamatérias para todos os materiais (absorviveis e nao
absorviveis) todos mostraram-se clinicamente seguros. Concluiram que achados
histologicos iniciais ndo sdo uteis para previsdo de reagdes tardias.

Edwards et al."® (2007), realizaram uma revisdo de literatura com o objetivo
de analisar os efeitos colaterais a longo prazo associados ao uso do AH reticulado.
Concluiram que os preenchimentos dérmicos de AH quimicamente modificados,

apresentam uma baixa incidéncia de efeitos colaterais sendo eles de fonte animal ou
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nao-animal. Ainda assim, os pacientes devem ser informados do risco potencial de
reacOes adversas do tipo corpo estranho.

Faga et al."® (2013), realizaram estudo observacional com objetivo de avaliar
resultados clinicos e histolégicos a longo prazo de feridas tratadas com acido
hialurénico (Hyalomatrix®). O estudo foi realizado em 11 feridas e foram
observados, para o periodo de um més, a formacdo de uma capa de tecido
semelhante a pele. No periodo de 12 meses, ao final do tratamento, todos as feridas
apresentavam-se estavel apesar de demonstrarem uma taxa de 51-62% de retragao.
Os resultados obtidos por analise histolégica mostraram regeneragdo com matriz
extracelular rica em colageno tipo | e fibras elasticas e menor taxa de colageno tipo
[ll. Com isso, os autores concluiram que embora os resultados demonstrem boas
condi¢des histologicas para regeneragao ainda ha um problema clinico de contratura
secundario sem solugao.

Cena et al.® (2014), compararam dextrans reticulados em hidroxilpropil
metacelulose (DiHMs, pH 5 ou 7) com polimetiimetacrilato em colageno bovino
(PMMA) e acido hialurénico (AH) utilizados para o preenchimento de tecido mole de
ratos. Os resultados mostraram que o AH manteve o tamanho ao longo do periodo
experimental, mas por ndao promover formacado de tecido fibroconectavel grosso
mostrou-se instavel em relagdo a movimentagcdo. Em comparag¢éo, o PMMA induziu
formacao de tecido fibroconectavel moderadamente espessado, teve seu tamanho
reduzido acentuadamente a partir do tempo postimplante (Pl) de 3 semanas e
tornando-se o menor no Pl de 24 meses. O DiHM (pH 7) provocou forte
encapsulamento fibroso em torno do enchimento e teve seu tamanho lentamente
reduzido, mantido consideravelmente no Pl de 24 meses. A taxa de redugdo do
tamanho de DiHM (pH 5) foi mais lenta que a do PMMA e mais comparavel ao AH.
Imuno-histoquimicamente, os colagenos tipo | e Ill foram depositados dentro e fora
de DiHMs (pH 5 e 7). Concluiram entdo, que o DIHM (pH 7) garante eficacia e
seguranga sendo uma boa alternativa para aumento de tecidos moles em seres
humanos e animais.

Maioli et al.** (2015) investigaram o efeitos nociceptivos e inflamatérios de
KO2. As respostas inflamatérias: hiperalgesia (verséo eletronica de filamentos de
von Frey), hiperalgesia térmica (placa quente), edema (regra da pinga), recrutamento
de leucécitos, estresse oxidativo e expressao de mRNA de ciclooxigenase-2 (PCR

quantitativa) atividade de mieloperoxidase (ensaio colorimétrico), comportamentos
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abertos de dor (flinches, tempo gasto com lambendo e pontuagado) induzidas por
KO2 foram avaliadas em caundongos. Os componentes de estresse nociceptivo,
inflamatério e oxidativo das respostas induzidas por KO2 foram responsivo a morfina
(opidide analgésico), quercetina (flavondide antioxidante) e / ou celecoxib
(ciclooxigenase anti-inflamatodria-2 inibidores). Como comprovaram que o Colcluiram
que o superédxido KO2 induz dor/inflamagao de forma eficiente e controlada concluir
que este anion € uma valiosa ferramenta para estudar a resposta inflamatéria e o
efeito de diferentes farmacos.

lannitti et al.** (2016), avaliaram seguranga e biocompatibilidade histolégica
de produtos dos produtos um produto composto por AH nao reticulado (Aliaxin®
Global Performance), e um complexo que inclui vitaminas, antioxidantes,
aminoacidos e Minerais (Viscoderm® Skinko E), injetados na pele. Os resultados em
animais nao mostraram diferenga entre os materiais para inducdo de reacao
alérgica. Alem disso, os dois materiais aumentaram o colageno e as fibras elasticas
na pele. Nas aplicagbes em humanos, a injecao do Aliaxin® Global Performance,
seguida por Viscoderm® Skinkd E, resultou em maior melhora na hidratagdo da
dobra nasolabial, na perda de agua transepidérmica e na aparéncia estética das
rugas, quando comparado com um protocolo baseado em Aliaxin® Global
Performance sozinho. Concluiram entdo, que m os dois novos compostos baseados
em AH com diferentes formas de reticulacdo e composi¢caopodem ser utilizados com
seguranga em pacientes que buscam procedimentos de rejuvenescimento facial com

eficacia duradoura.

2.4 Propriedades Reolégicas

Sundaram et al.** (2003), compararam seis matereias de AH reticulados
indicados para preenchimento de tecidos moles (Restylane e Perlane de Medicis,
Scottsdale, AZ, Restylane SubQ da Q-Med, Uppsala, Suécia, e Juvéderm Ultra,
Juvéderm Ultra Plus e Juvéderm Voluma de Allergan, Pringy, Franga) e um
preenchimento constituido por microesferas de CaHA num gel portador contendo
carboximetilcelulose (Radiesse, BioForm Medical, Inc., San Mateo, CA). Avaliaram a
viscosidade e elasticidade de cada gel de acordo com as medigdes de oscilagao de
deformagédo realizadas utilizando um Redmetro RS600 de Thermo Haake
(Newington, NH) usando uma geometria de placa e placa com um intervalo de 1,2

mm. Os resultados confirmaram que os preenchimentos de tecidos moles podem ser
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divididos em trés grupos. Tais resultados permitem que o clinico classifique
objetivamente os preenchedores, selecione produtos de preenchimento especificos
com base em principios cientificos e preveja com seguranga como esses produtos
serao se comportaram depois de injetados.

Falcone et al.’

(2008), realizaram um estudo afim de avaliar as propriedades
reologicas e fisicas de acidos hialurénicos reticulados. Para isso, foram utilizados
acidos hialurdénicos de diferentes fontes preparados com diferentes agentes
reticulantes, contendo diferencas em tamanhos de particulas e propriedades
reologicas. Os dados obtidos mostraram relagcdo entre persisténcia de
preenchimento dérmico e persisténcia clinica de um material reticulado ( polimero x
%elastica) determinados pela massa e elasticidade do material. Tais resultados
levaram os autores a concluir que deverdo ser realizadas aumentos nas
concentragcdes de polimeros e na elasticidade (G') dos materiais para se obter uma
melhora da persisténcia clinica.

La Gatta et al.?® (2013), realizaram um estudo em que compararam 8 géis de
AH reticulados comerciais (Restylane; Amalian | , Amalian Il, Amalian Ill, Amalian
Lips , Viscofill Basic, Viscofil Medium and Viscofill Extra) em termos de
caracteristicas fisicas e eficacia do produto, através de avaliagao in vitro. Por meio
de testes de comportamento reologico, solubilidade e propriedades de
intumescimento (swelling) observaram que os géis ndo possuiam um equilibrio de
formulacdo entre si, mostrando diferentes capacidades de intumescimento, sendo
também, dependentes da concentragdo total do AH insoluvel/soluvel e da taxa de
reticulagéo, assim como a degradacao enzimatica.

lannitti et al.?® (2013), em seu estudo analisaram as propriedades reoldgicas e
biolégicas de um novo gel de AH (Variofill ®) com alta taxa de viscoelasticidade, com
o objetivo de avaliar a resposta biologica e a taxa de degradagédo apds implantagéo
na regido subcutédnea de ratos no periodo de 18 meses. Os resultados reologicos
mostraram que este gel de AH possui uma alta elasticidade (G') podendo resultar em
um melhor efeito volumizante e aumento duradouro em tecidos moles. Alem disso,
mostraram que o material tem alta taxa de permanéncia nos tecidos, sendo uma
caracteristica importante ao planejar um tratamento rejuvenescedor ou procedimento
cirargico restaurador, o que abre novas perspectivas sobre o uso de AH reticulado
de alta densidade em procedimentos clinicos. Os resultados histolégicos né&o

demonstraram presenca de inflamacgéao significativa, sugerindo que o novo gel de AH
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pode ser uma alternativa segura e eficaz em casos de tratamentos estéticos e

cirurgicos complementares.

2.5 Aplicagoes Odontologicas

Becker et al.* (2010), realizaram um estudo piloto para avaliar um método de
reducdo de deficiéncias papilares com a utilizacdo de um gel de AH. Foram
selecionados 11 pacientes (idade variando de 25 a 75 anos) com deficiéncia papilar
minima na zona estética. Apés a administracdo de um anestésico local, foi aplicado
0,2ml de gel de acido hialurénico em cada papila. Foi realizado acompanhamento de
3 em 3 semanas no periodo de 6 a 25 meses apos a primeira aplicacdo e repetido o
tratamento ate 3 vezes. Para estabelecer um padrao de comparacgéao foi realizada
fotos iniciais e finais e avaliado através de uma férmula derivada para determinar
percentagem de alteragdo no espaco entre os exames negativos iniciais e finais. Os
resultados mostraram boas porcentagens de melhoria mantidas pelo periodo de 6 a
25 meses, levando os autores a concluir que pequenas deficiéncias de papila
presente entre implantes e dentes podem ser facilmente corrigidas por aplicagao de
gel preenchedor.

Bogovié et al.” (2011), realizaram um estudo com o objetivo de avaliar os
efeitos e a eficiéncia de capeamento pulpar a base de acido hialurénico, hidréxido de
célcio e adesivo de dentina no tecido pulpar de ratos Sprague-Dawley. Seus
resultados mostraram que o acido hialurdénico € mais eficiente e 0 menos téxico para
a cobertura direta da polpa. Apesar de mostrarem maior grau de citotoxidade que o
AH, o hidréxido de calcio e o adesivo dentinario ainda eram aceitaveis em termos de
biocompatibilidade.

Dahiya et al.”

(2013), realizaram uma revis&o de literatura com o objetivo de
discutir as aplicagdes do acido hialurénico no tratamento periodontal. Para tal,
reuniu os artigos mais relevantes da literatura usando as palavras chave "Acido
hialurénico e doencas periodontais" e "Acido hialurénico e gengivite". Dentro deste
campo de pesquisa, o acido hialurénico mostrou efeitos anti-inflamatoérios e anti-
bacterianos no tratamento de doencas periodontais além de mostrar-se uma
alternativa a terapias mecanicas no tratamento de periodontite devido a suas
propriedades cicatrizantes.

Bertl et al.® (2015), realizaram uma revisdo de literatura com o objetivo de

avaliara o efeito da aplicagéo do acido hialurénico como monoterapia ou adjuvante a
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terapia periodontal cirurgica ou nao cirurgica. Dentre os referencias selecionadas,
foram avaliados dois estudos pré clinicos in vivo e 12 ensaios clinicos de tratamento
cirargico e/ou nao cirurgico. A maioria dos estudos clinicos ndo demonstraram
efeitos adversos com o uso de AH sobre o efeito de sangramento a sondagem (SS)
e profundidade e reducdo de bolsa periodontal (PD) mostrando resultados
estatisticamente significativos ( SS - 19,5% e PD - 0,2-0,9mm). Concluiram que o
uso de AH como adjuvante a tratamentos periodontais cirurgicos e nao cirurgicos
possuem efeito benéfico moderado sob variaveis de resultado de inflamagéao (BdP e
PD residual) demonstrando um material seguro para utilizagdo em terapias
periodontais.

Yamada et al.*® (2015), realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
eficiéncia do uso do método de engenharia de tecidos (TEP) para tratamento de
regeneragao de papilas interdentais e sua influéncia na estética do sorriso. Para
isso, usou células estaminais mesenquimais (MSCs) como células isoladas; plasma
rico em plaquetas (PRP) como fator de crescimento e acido hialurénico (HA) como o
scaffold. Os resultados foram avaliados do ponto de vista clinico registrando a
distancia da ponta da papila interproximal para a base da area de contato em cada
regido de estudo. Os resultados mostram uma melhora estética significativa podendo
concluir que a TEP foi eficaz como alternativa para melhorar a estética do black
space gengival, como também sugerem a possibilidade do AH ser utilizado em

terapia regenerativa nas doencgas periodontais.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente as caracteristicas morfo-
fisicoquimica, a resposta histopatologica e a biodegradagéo de acidos hialurdénicos
indicados para preenchimento dérmico e aumento volumeétrico de tecidos.

A hipétese nula (HO) testada foi que nao existe diferenca nas caracteristicas
morfo-fisioquimica nem na resposta histopatoldgica e no padrao de biodegradagao
nem entre géis de AH indicados para preenchimento dérmico, nem entre o0s

indicados para aumento volumeétrico de tecidos.
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4 MATERIAL E METODO

Nesse estudo foram comparados dois géis de AH comerciais produzidos pela
empresa Croma GmbH Industriezeille, Leobendorf, Austria Rennova Fill (RF)
Rennova Lift (RL) e dois experimentais (D12 e D15). Estes foram estrategicamente
selecionados por apresentar reticulagdes distintas (maior e menor) de acordo com
sua indicagédo de uso e plano de inje¢do na derme. Estas informagdes e também a
concentracdo de AH no gel, taxa de reticulagdo do biopolimero, viscosidade,
tamanho de agulha recomendada, tampao para estabilizagdo de pH s&o
apresentadas na Tabela 1. Estas informagdes foram obtidas das bulas do fabricante
e por informagao pessoal dos desenvolvedores. A Figura 2 mostra os quatro AHs
utilizados neste estudo.

Figura 2 - Géis de acidos hialurénico utilizados no estudo apresentados em
ordem decrescente de reticulacdo e tipo (comercial ou experimental), de acordo

com sua indicagéo de uso e plano de injegdo na derme - Araraquara 2017.

e e
‘
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Fonte: Imagem da autora
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Tabela 1 - Grau de reticulagdo, sigla, concentragdo de AH na férmula, indicagdo e fabricante dos produtos testados -

Araraquara 2017.

~ Taxa de Tamanho Lote
Produto Concentracgao iculaca Indicacs d T ~ H
(sigla) (mg/mL) reticulacao ndicacao a ampao (pH) e
agulha Validade
Derme intermediaria, Tampao fosfato de
E1 . rugas moderadas. potassio Lot 01072015
(Experimental1) 22 Reticulado Contorno e aumento 21 G112 monobasico pH - Val 06/2017
de labios 7.2 (KH2PO4)
I?]ier(r)rézrpr;o;ugia :su Tampao fosfato de
E2 29 Altamente P rofundas 9 27 G1/2 potassio Lot 02072015
(experimental2) reticulado pContorno' monobasico pH - Val 06/2017
: 7.2 (KH2PO4)
e volume facial
Derme intermediaria, Tamp3o fosfato
RENNOVA® FILL . rugas moderadas. Lot 903133
(RF) 23 Reticulado Contorno e aumento 27 G172 pI;| '6;[8 2 7.4'g:b. Val 02/2019
de labios cloreto de sédio
Derme profunda ou
® hipoderme. Rugas Tampéo fosfato
RENNOVATLIFT 23 Altamente profundas. 27G1/2 Ph-68a7.4qb. L0t204178
(RL) reticulado o Val 04/2019
Contorno cloreto de sédio

e volume facial

Os produtos E1 e E2 fornecidos por DMC Group, Sao Carlos Brasil

Os produtos RENNOVA® FILL e Rennova® Lift sdo produzidos pela empresa Croma GmbH, Leobendorf - Austria

Fonte: Elaboragdo propria realizada a partir das informagdes pessoais do desenvolvedor (produtos E1 e E2) e material de divulgacdo do
Importador (RF e RL) consultada no site: https://www.mtoimportadora.com.br/qual-a-diferenca-entre-o-rennova-fill-e-o-rennova-lift/ em 03

de agosto de 2017.
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Para testar a hipétese proposta (HO), amostras de E1, E2, RF e RL foram
inicialmente submetidos as seguintes avaliagdes in vitro:

visual/tactil para descrever as caracteristicas macroscopicas de aspecto dos
géis o, percepcgao tactil da estruturacéo e extrusédo pela luz agulha.

por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), para descrever a
micromorfologia e a microestruturacao da superficie externa e interna,

por espectroscopia por energia dispersiva de raios X (EDX) para estudar
composig¢ao quimica elementar,

por espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FT-IR) para
investigar a composicédo dos AHs e,

por reometria dindmica oscilatéria para investigar as propriedades

viscoelasticas

4.1 Avaliagao Visual/Tactil

Essa avaliacao foi realizada para descrever as caracteristicas macroscopicas
de aspecto dos géis, percepgao tactil da estruturacéo e extrusao pela agulha.

Para a avaliagao visual macroscépica 0,1 mL de cada um dos géis de AH foi
extruido da seringa original por pressao digito palmar através de agulha 27G
0,4X12mm Misawa lote:111207 (Misawa Medical Industry CO. Ltd. lwaki City, Japan.
Os aspectos de cor, translucidez, lisura superficial e textura dos géis foram descritos
comparativamente.

Na sequéncia, amostra de 0,1 mL de cada AH, foi manipulada entre os dedos
indicador e polegar com movimentos de rotacdo e abertura. Os materiais foram
descritos quanto a textura e percepgao de particulas no inicio e no fim a avaliagao.

As consideracdes sobre as caracteristicas de textura, consisténcia, extrusao e

percepc¢ao tactil foram descritas comparativamente.

4.2 Preparo das Amostras para MEV, EDX e FT-IR

Como a analise por MEV envolveu a investigagdo da superficie externa e
interna dos materiais, foi necessario fraturar as amostras. Apds estudos
preliminares, e para manter a micromorfologia e a microestrutura de cada material o
mais intacta possivel, foi decidido realizar congelamento rapido das amostras por
imersdo em nitrogénio liquido, seguido da fratura transversal, realizada por golpe

seco de cinzel. Os fragmentos foram imediatamente identificados e colocados em
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ultrafrezzer -86 °C IULT335D/368 (Indrel Scientific, Londrina - Brasil ) por 48 horas
para posterior liofilizagao.

A grande quantidade de agua e os compostos orgénicos que constituem o
AH, causam interferéncias que inviabilizam o uso de amostras nao preparadas nas
andlises por MEV/EDX e FT-IR. Assim, para viabilizar estas analises e para
preservar, 0 maximo possivel, a morfologia e estrutura originais dos géis de AH
decidiu-se técnica de criodesidratacao ou liofilizacao.

O processo de liofilizagao foi realizado em duas etapas: 1) congelamento das
amostras em ultrafreezer -86 °C por 48 horas, para preservar a morfologia e a
arquitetura originais e, 2) criodesidratagdo sob vacuo e temperatura de -50 = 5 °C
por 48 horas, a fim de remover todo o conteudo de agua das amostras, preservando
o arcaboucgo de AH reticulado intacto. Esse processo foi realizado no liofilizador L101
(Liotop, S&o Carlos - Brasil), do laboratério de quimica medicinal e medicina
regenerativa da Universidade de Araraquara (Quimmera/Uniara).

Apos a liofilizagdo, as amostras analisadas em MEV/EDX receberam
previamente, recobrimento condutor de carbono, realizado no equipamento BAL-
TEC SCD 050, Capovani Brothers Inc, USA, do Laboratério de Microscopia
Eletronica (LME) do Instituto de Quimica de Araraquara da Universidade Estadual
Paulista - Unesp.

As amostras utilizadas para a analise das propriedades reoldgicas nao
necessitaram de preparo prévio.

A sequéncia utilizada no preparo das amostras de D12, D15, RF e RL estéo

descritas na Figura 3.
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Figura 3 - Sequéncia do preparo das amostras de AH necessario para
analise em MEV, EDX, FT-IR - Araraquara 2017.

Ultrafrezzer

Nitrogénio
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' ! MEV/EDX FT-IR
Sl — : = 1"" —

L. =l 8 -

p— . Comportamento
Micromorfologia e microestrutura Identificacdo da composicdo quimica viscoelastico

Composigao quimica elementar

Fonte: Elaboragao prépria
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4.3 Avaliagao da Morfologia Estrutural por MEV

Para a analise por MEV as amostras recobertas com carbono foram fixadas
em stubs com auxilio de fita adesiva de carbono Carbon Conductive Tape (Pelco
Tabs - USA) de forma a expdr a superficie externa e interna dos AHs para analise.

Os espécimes foram analisados no microscopio eletronico de varredura com
canhao de emissao por campo - FEG-MEV JSM-7500F (Jeol Ltda, Tokio - Japan) do
Laboratério de Microscopia Avangada (LMA) do Instituto de Quimica de Araraquara -
Universidade Estadual Paulista - Unesp.

As analises foram realizadas com 2,00 kV SEI e fotomicrografias digitais
padronizadas com 50, 250, 1000, 2500X de magnificagdo foram obtidas das areas
caracteristicas da superficie externa e interna das amostras. As fotomicrografias com
50X e 250X foram obtidas com o modo LM, WD 9,00 mm e as de 1000 e 2500X com
o modo GB_Low, WD 5,90 mm.

A micromorfologia e a microestrutrua de cada AH foi descrita de forma
comparativa para evidenciar as diferencas e semelhangas entre os géis de AH

testados. Os resultados foram discutidos frente aos descritos na literatura.

4.4 Composi¢cao Quimica Elementar (EDX)

A anadlise da composicdo quimica elementar foi realizada nos mesmos
espécimes utilizadas para a analise por MEV com 10.0 kV de aceleracdo de
voltagem. Foi realizada microanalise quimica qualitativa da area total da imagem. Os
espectros EDX obtidos foram comparados para determinar as diferencas e

semelhancgas entre os AH em fungao do nivel de reticulagdo de cada material.

4.5 Composigao dos AH por FT-IR

As analises por FT-IR foram realizadas no Microscopio FT-IR Hyperion 2000
da BRUKER (Bruker Optics Ltd, Milton/Ontario, Canada) com detector de MCT e
acessorio objetiva ATR 20X, de cristal de germanio, com faixa de leitura de 400 a
4000 cm-1, que corresponde a absorgédo de energia entre 11 kcal/M e 1 kcal/M, os
dados foram analisados com auxilio do software OPUS Spectroscopy - Bruker. A
amostra foi posicionada sobre o cristal de germanio e a cabeca de leitura do

acessorio ATR foi regulada e travada para a realizagao das analises
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Os dados obtidos foram utilizados para elaborar os graficos das curvas
espectrais no software Origin 7.0 SRO (OriginLab Corporation, Northampton, MA -
USA).

As curvas espectrais foram comparadas descritivamente em funcédo dos picos
vibracionais caracteristicos de cada AH, considerando como referéncia os picos
padrao do AH descritos pela Farmacopeia Britanica e pela norma F2347-03 da

American Society for Testing and Materials (ASTM?) - Figuras 4 e 5.

Figura 4 - Espectro ATF FT-IR indicado pela American Society for Testing and
Materials - ASTM como referéncia padrao para caracterizagao de AH e esquema da

molécula de AH mostrando tipos de ligagbes quimicas - Araraquara 2017.

00,0 3600 3200 2600 2400 2000 HROG 1600 1409 1200 100 00 #3500

Fonte: ASTM International?, 2003



41

Figura 5 - Esquema representativo da molécula do AH demonstrando os

grupamentos e tipos de ligagdes quimicas - Araraquara 2017.
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Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Hyaluronic acid#/media/File:Haworth projection of hyaluronan.svg

As frequéncias tipicas dos picos de absor¢do do AH no ATR FT-IR, seu grupo
molecular correspondente, tipo de ligagdo e modo vibracional estdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Compilagdo das frequéncias tipicas das bandas de absorcao,
intensidade da banda: (forte (fo), média (me) e fraca (fr) ; grupos moleculares, tipo
de ligagdo e modo vibracional caracteristicos do AH no ATR FT-IR. elaborado a
partir das referéncias (ASTM International®, 2003) e (Fan, et al.'®, 2006) -
Araraquara 2017.

Frequéncia . . o Modo
(intensidade) Grupo molecular (tipo) Tipo de ligacao vibracional
3412,53 (me) O-H (alcool) Intermolecular Estiramento

3359,99 (me)

1616,68 (fo) C=C (acetona a,p insaturada) Mono substituigdo  Estiramento

1411,31 (me) O-H (acido carboxilico) - Oscilacao
1377,30 (me) O-H (alcool) -- Oscilagao
1149,89 (fo)  C-O (alcool terciario) -- Estiramento
1078,48 (fo)  C-O (alcool primario) -- Estiramento
1044,53 (fo) CO-O-CO (anidrido) -- Estiramento
946,77 (me) C=C (alceno) Mono substituicdo  Oscilagéo
893,29(fr) C=C (alceno) Vinilideno Oscilagao

Fonte: Elaboragdo prépria a partir de Chemistry? 2017; Fan et al.'®, 2006 e ASTM

International?, 2003.
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Os resultados obtidos foram utilizados para investigar comparativamente a

composigcao dos AHs.

4.6 Propriedades Viscoelasticas por Reometria Dinamica Oscilatéria

O comportamento viscoelastico dos géis de AH foi investigado no redmetro
Modular Compact Rheometer - MCR 302 (Anton Paar Company, Wundschuh -
Austria) e interpretado com o software RheoCompass™ (Anton Paar), do
Laboratdrio de reometria do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Sao Carlos.

Foi realizado o teste dindmico oscilatério de varredura de frequéncia, apos
determinacao do limite individual de cada material . Os testes foram realizados
utiizando geometria de placas paralelas com 1,2 mm de "gap", forca de estresse
oscilatéria + 5% de amplitude, faixa de frequéncia de 0,1 a 500 rad/s, 24 pontos de
leitura e 25 + 1 °C de temperatura.

Apds a configuracdo do aparelho e estabelecimento do "zero gap", uma
amostra de 0,8 mL de AH foi colocado no centro da base de leitura. O reometro foi
ativado e a geometria movimentou-se até comprimir uniformemente a amostra,
mantendo uma distancia de 1,2 mm entre placas. Apds a remog¢ao do excesso de
material extravasado e a confirmacdo que toda a superficie das placas estava
preenchida pelo material, o testes de varredura de frequéncia foi realizado conforme
0s parametros ja descritos.

As propriedades reoldgicas de interesse para este estudo foram:

1) Modulo de elasticidade (G'), que avalia a "rigidez ou resisténcia" do gel a
deformacdo. Esta propriedade tambem indica a capacide do AH dar
sustentacdo aos tecidos sem se deformar sob a tensdo muscular
provenientes das expressdes faciais ou sob as forgas que insidem sobre

as papilas gengivais durante a mastigagao e a higiene bucal.

2) Modulo de viscosidade (G"), que avalia a "fluidez" ou capacidade do gel
de AH se deformar ao receber tensdo. Mostra também o quao "suave" o

AH sera ao ser injetado nos tecidos.


https://de.wikipedia.org/wiki/Wundschuh
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3) Modulo de viscosidade complexa (n*), que avalia a viscosidade do
material em um experimento dinamico oscilatério e representa a capacidade de nao
se espalhar apoés injetado e de ser adequadamente modelado. Essa propriedade é
obtida com o uso da equagdo (SUNDARAM, et al.**, 2003):

4) Médulo de elasticidade complexa (G*) (Sundaram et al.**, 2003), que
avalia a elasticidae do material em um experimento dindmico oscilatorio. Para se

obter o valor de G* foi utilizada a seguinte equacao:

5) Tangente do angulo de fase (tand), que situa o gel de AH como um
material viscoelastico entre um sélido puro (Hookeano) cuja tans = 0°, e um liquido
puro (newtoniano) que tem tand = 90°. O valor da tand é obtido pela aplicagdo da

equacao:

!

tand = —
an G

6) Porcentagem de elasticidade (%E), cujos valores indicam quao mais facil
sera a extrusdo do gel pela agulha de pequeno calibre (27 G1/2" por exemplo). Esse
dado foi calculado de acordo com a seguinte equagéo (Micheels®, 2001) e (Falcone,
etal.'’, 2008):

_ (100X G)
(G + G")

oE
4.7 Resposta Tecidual aos Implantes de AH e Reabsor¢ao do Biopolimero

Ainda para testar a hipétese nula (HO), também foi realizado estudo in vivo

laboratorial, randomizado, controlado com triplo mascaramento para avaliar a
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resposta tecidual ao implante de D12, D15, RF e RL no plano subcutaneo do dorso
de ratos e a degradagao do biopolimero em fungédo do tempo.

Para o experimento foram utilizados 25 ratos machos (Rattus Norvegicus,
variagdo albinus,Holtzman), com cerca de 300 gramas peso corporal. Os animais
foram identificados e aleatoriamente divididos em 5 periodos experimentais (n=>5),
em fungao dos periodos de avaliagao: 7, 14, 30, 60 e 120 dias. Cada animal recebeu
implante de 0,10 mL de AH de cada um dos materiais. Este protocolo experimental
esta descrito na Tabela 3 e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais - CEUA da Faculdade de Odontologia de Araraquara - UNESP, sob
Protocolo 22/2015 - ANEXO A.

Tabela 3 - Protoloco experimental com numero de animais em cada periodo

de avaliagao da resposta tecidual - Araraquara 2017.

Quantidade de animais em fungao dos periodos de avaliagdo

Produtos T7 T14 T30 T60 T120 o
ola
(07 dias) (14 dias) (30 dias) (60 dias) (120 dias)
D12
D15
RE 5 5 5 5 5 25
RL

Fonte: Elaboragao proépria

Os animais foram fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP e mantido no Biotério do subsolo da mesma instituicdo. Os
animais foram mantidos em grupos de 5 animais em caixas plasticas com livre
acesso a comida e agua, em ambiente com temperatura e luz controlada por todo o

periodo experimental.

4.7.1 Anestesia dos animais

Cada animal foi individualmente submetidos a anestesia intramuscular com
Cetamin (Cloridrato de Cetamina 10% - Rhobifarma industria Farmacéutica Ltda -
Hortolandia - SP - Brasil) - anestésico geral (0,08ml/100grs) e Xylasin ( Cloridrato de
Xylazina 2% - Rhobifarma industria Farmacéutica Ltda - Hortolandia - SP - Brasil)

relaxante muscular e sedativo (0,04ml/100grs), aplicados com uma seringa de
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insulina descartavel 1ml com agulha 30 G1/2 (Injex Industrias Cirurgicas Ltda,

Ourinhos, SP, Brasil), e mantido na gaiola até que o mesmo fosse anestesiado.

4.7.2 Preparo dos animais

ApOs anestesiado, cada animal recebeu tricotomia na regido dorsal, realizada com
uma maquina de depilacdo elétrica (Wahl Clipper Corp, Model Mc, USA),
complementada por aparelho de barbear com lamina de ago inoxidavel (Gillette do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil). Na sequéncia o animal foi fixado em mesa
cirargica, e recebeu anti-sepsia do campo operatorio com solugédo de clorexidina a
2%.

Foi tragada uma linha diviséria no dorso do animal tomando como referéncia o
centro da sua cabeca e a insercao da cauda. Perpendicularmente a esta foram
tragadas mais duas linha de referéncia, dividindo o dorso em 4 partes semelhantes

Figura 6.

Figura 6 - Dorso do rato com a marcag¢ao dos quadrantes apds a insergao dos

géis de AH - Araraquara 2017.

Fonte: Autoria prépria

Diferentemente da aplicagdo em humanos, neste experimento a inser¢do dos
produtos foi realizada na regido submuscular para evitar danos desnecessarios a
derme e epiderme dos animais, conforme recomendado por (Hillel et al.?, 2012). Foi
injetado 0,1 ml de cada produto com auxilio agulha hipodérmica de 27 G1/2"

(Misaya, Japan) acoplada a seringa de cada material.
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A agulha foi inserida no sentido da cauda para a cabeg¢a do dorso do animal,
em angulo de penetragédo de 45° e orientagdo paralela a linha divisoria central, com
profundidade entre 3 a 4 mm.

O AH foi injetado no tecido pela técnica de retro-injecédo, ou seja, a medida
que o produto é depositado no tecido a agulha é retirada do mesmo, com taxa de 0,1
ml de AH para cada 13 mm de agulha. Cada implante de AH foi inserido
centralmente em sua respectiva areas demarcada.

Tanto a distribuicdo dos animais nos grupos experimentais como a na escolha

do quadrante para a implantacdo de cada AH foi realizada de forma randomizada.

4.7.3 Obtencgao das pecas para analise e eutanasia dos animais

Decorridos os tempos pés intervengao (7, 14, 30, 60 e 120 dias), os animais
foram novamente anestesiados e posteriormente submetidos a eutanasia. Apods a
confirmagao da anestesia, o tecido do dorso foi removido com suficiente margem de
seguranga. Em seguida, os animais foram submetidos a eutanasia por sobredose
anestésica intraperitoneal de Cetamin (Cloridrato de Cetamina 10% - Rhobifarma
industria Farmacéutica Ltda - Hortolandia - SP - Brasil). Apés a constatagdo dos
sinais clinicos de morte (parada cardio-respiratéria e auséncia de reflexos), os
animais foram descartados de acordo com normas da CEUA da Faculdade de

Odontologia de Araraquara - UNESP.

4.7.4 Processamento laboratorial e histolégico

As pecas cirurgicas obtidas foram esticadas em papel filtro e imersas em
formol de Lillie tamponado pH=7,4, permanecendo em processo de fixagdo por 96
horas. Apds, as pecas foram lavadas em agua corrente durante 24 horas.

A seguir, as pegas foram desidratadas em banhos com solugbes de
concentragéo crescentes de alcool (70°, 80°, 90°GL e Absoluto), diafanizadas em
banhos sequenciais de alcool/xilol e xilol, e incluidas em parafina.

O bloco de parafina contendo as pecas de interesse foi inserido em
micrétomo rotatério (HM 325-MICROM), no qual foram realizados cortes semi-

seriados de 6 micrometros de espessura.
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Os cortes obtidos foram montados em laminas e coradas com
Hematoxilina/Eosina, Tricrdbmico de Massom conforme rotina de processamento

histoldgico.

4.7.5 Resposta tecidual aos implantes de AH

Os cortes foram fotomicrografados por microscopio de luz - Jenaval (Carl
Zeiss) equipado com maquina fotografica digital (Leica DFC 450). A analise foi
realizada com o auxilio do programa de diagnostico de imagens Image J (National
Institutes of Health - USA) de forma objetiva, com contagem do numero de células
polimorfonucleares, macréfagos, células gigantes. Foi medida a distancia da area
reacional resultante da interface de contato do material experimental com o tecido
subcutaneo conjuntivo até o fim da capsula reacional. Também foi avaliada a
presenca ou auséncia de necrose tecidual. Os resultados foram interpretados de
acordo com a evolugdo do quadro reacional presente frente aos materiais nos
diferentes periodos de analise.

A resposta celular aos produtos foi analisada por um examinador
previamente calibrado. O nivel de inflamacao resultante foi descrito de forma
qualitativa. Esta avaliacdo foi realizada com mascaramento dos produtos e
tempos de analise.

A interpretacdo dos resultados foi realizada de acordo com a evolugao do
quadro reacional do tecido em contato com os materiais testados conforme indice

apresentado na Tabela 4.


https://en.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
https://en.wikipedia.org/wiki/National_Institutes_of_Health
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Tabela 4 - Escores de acordo com a intensidade dos eventos histologicos

observados que caracterizam a resposta tecidual aos implantes de AH no plano

intramuscular do dorso de ratos, adaptado de ISO 10993-10 - Araraquara 2017.

Escore (A) Inflamacgao
1 Pequena presencga de células inflamatérias
2 Moderada presenca de células inflamatdrias
3 Intensa presenca de células inflamatorias
Escore (B) Fibroblastos / Angiogénese
1 Pequena presenca de fibroblastos e angiogénese
2 Moderada presencga de fibroblastos e angiogénese
3 Intensa presenca de fibroblastos e angiogénese
Escore (C) Fibra colagena
1 Auséncia de fibras colagenas adjacentes ao AH
2 Fibras colagenas desorganizadas adjacentes ao AH
3 Fibras colagenas organizadas adjacentes ao AH
Escore (D) Degradagao de AH
1 Baixa degradagao de AH
2 Moderada degradacao de AH
3 Intensa degradacgao de AH

Fonte: Elaboracdao propria adaptada a partir da ISO 10993-10. International

Organization for Standartization®®, 2010.

4.8 Analise Estatistica

Para estabelecer se existia associacao significativa entre os géis utilizados e
os eventos histolégicos observados foi utilizado o modelo log-linear de efeito em
linha ponderado por evento/tempo de analise.

Para estudar se os produtos diferiam entre si em fungdo dos eventos
histopatolégicos os dados foram agrupados de acordo com a relevancia do evento
histolégico. Para a resposta inflamatéria se decidiu agrupar as frequéncias
codificada como 2 (moderada) e 3 (intensa) em uma nova variavel denominada

moderada/intensa. Os dados da frequéncia 1 (leve) ndo foram modificados. Para os
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demais eventos histologicos e para a biodegradagao se decidiu agrupadar os niveis
1(pequenal/ausencia/baixa) e 2 (moderada), permanescendo o nivel 3
(intensa/organizada) inalterado.

Os dados assim organizados foram utilizados para construir tabelas de
contingéncias 2X2 utilizadas para a realizacao do teste exato de Fisher. Também foi
calculada a dimensao do efeito pelo teste V de Cramer e o risco relativo de causar o
evento histolopatoldgico de interesse. A significancia estatistica para todos os
testes foi de 95% (a=0,05).

Essas analises foram realizadas no software IBM SPSS Statistics, SPSS Inc e
IBM Company, USA - versao 19.00.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagao Visual/Tactil das Caracteristicas Macroscépicas

De acordo com a analise visual/tactil, os géis de AH extruidos através da
agulha 27 G1/2" apresentaram aparéncia densa, de aspecto translucido, sem
presencga particulas de carga ou tragos de impurezas - Figura 7 (A) . O produto D15,
apresentou aspecto grumoso como se sua estrutura tivesse sido fragmentada ao
passar agulha - Figura 7 (B).

Figura 7 - Aspecto estrutural dos AHs D12, D15, RF e RL utilizados nesse
estudo (destaque A) e detalhe da caracteristica de extrusdo do gel D15 (destaque B)

- Araraquara 2017.

Fonte: Imagem da autora

No teste de extrusdo pode-se perceber diferencas nitidas entre os produtos.
Os geéis comerciais (RF e RL) fluiram mais facilmente pela agulha, enquanto o gel
experimental D15, por varias vezes, causou entupimento da agulha. Esse produto
exigiu tanta forga para ser extruido pela agulha, que causou tremor na mao, o que
nao ocorreu com os outros produtos. Cabe destacar que em, alguns momentos, este
produto fluiu facilmente pela agulha, sugerindo que ele era composto por duas fases
distintas.

Durante a manipulagao digital, foi percebido que o gel se comportou como um
corpo unico estruturado que ofereceu certa resisténcia inicial aos movimentos de

pressao e rotacdo. A medida que a pressdo e a velocidade dos movimentos de
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rotacdo aumentaram este corpo uUnico se desestruturou. Os produtos mais
reticulados fragmentaram-se em pequenas vesicula agrumadas enquanto os menos
reticulados liquefizeram-se - Figura 8.

Figura 8 - Imagens da avaliagdo visual/tactil dos géis de AH testados -
Araraquara 2017.

Fonte: Imagem da autora

5.2 Avaliagao da Microestrutura e Micromorfologia Externa e Interna por MEV

As fotomicrografias com magnificagdo de 50X, 250X, 1000X e 2500X das
superficies internas e externas de cada AH sao apresentadas nas Figuras 9 e no
Apéndice A - Figuras A1 a A8.

Nestas imagens pode-se observar que os AH D12 e D15 apresentam
microestrutura e micromorfologia bastante distintas dos materiais RF e RL sendo
que, o D12 apresentou grande quantidade de poros, caracteristica de textura
esponjosa e uma topografia irregular. Essas caracteristicas apresentaram-se
semelhantes tanto na superficie interna quanto externa ndo apresentando diferenca

significativas entre as superficies
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Figura 9 - Fotomicrografias da estrutura interna dos AHs RF, D12, RF e D15,
RF e RL com 250X de magnificagédo - Araraquara 2017.

Fow -
100pm IQ-UNESP 8/2/2017 100pm IQ-UNESP 8/2/2017
2.00kV SEI M WD 9.0mm 4:46:17 2.00kV SEI M WD 9.0mm 5:30:32

¥y i v i - j g v &
100pm IQ-UNESP 8/2/2017 100pm IQ-UNESP 8/2/2017
2.00kV SET ™ WD 9.0mm 4:58:20 2.00kV SET M WD 9.0mm 5:17:14

Fonte: Arquivo da autora

A estrutura mostra a cadeia polimérica interconecta de AH enquanto os poros
mostram o espacgo ocupado pelo meio aquoso de suporte, que foi removido pelo
processo de liofilizagao.

A morfologia dos géis Rennova é de uma malha estruturada de aspecto
derretido (fundido), formada por cadeias poliméricas interconectadas espessas, lisas
e de bordas arredondadas.

Os produtos DMC apresentam estrutura formada por camaras separadas por
septos formados por cadeias poliméricas finas e irregulares de bordas afiladas.

Os géis indicados para preenchimento dérmico (D12 e RF) apresentam

estrutura frouxa com poros ou camaras com dimensdes maiores (destaque a e b)
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enquanto os géis indicados para aumento volumétrico de tecido (D15 e RL) tem
estrutura mais densa com poros ou camaras menores, que reflete sua maior taxa de

reticulacédo (destaque c e d).

5.3 Investigagao da Composicao Quimica Elementar por EDX

A anadlise quimica elementar (EDX) produziu os espectros de composigéo
quimica descritos na Figura 10.

Pode-se notar que os AHs estudados tem composigdo quimica bastante
semelhante, somente se diferenciando pela presenga de potassio (K) nas amostras
de D12 e D15. Este elemento ndo esta presente nos produtos Rennova (RF e RL).
Este elemento quimico pode ser proveniente do processo de reticulacdo ou de

contaminantes ou impurezas incluidas no processamento dos produtos.



Figura 10 - Espectrogramas da composi¢ao quimica elementar dos AH D12, D15, RF e RL analisada por EDX - Araraquara 2017.
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Fonte: Imagens de arquivo da autora
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5.4 Investigagao da Composicao dos AH por FT-IR

A espectroscopia vibracional no infravermelho permite-nos identificar um
composto ou investigar a composigao de uma amostra. Esta técnica, muitas vezes, é
chamada de identificagdo por impressao digital uma vez que cada substancia tem
uma assinatura molecular unida e distinta.

Apesar das diferengas na reticulacdo e no conteudo de AH, na microestrutura
e no conteudo quimico elementar, os géis D12, D15, RF e RL apresentaram
espectrogramas  similares, constituidos basicamente pelos grupamentos
caracteristicos do HA.

Nessas curvas espectrais, nao foram observados outros compostos e/ou
presengca de contaminantes. O potassio (K) detectado na analise por EDX nao
apresentou vibragdo molecular relevante e nao foi identificado.

Os resultados obtidos indicam que os quatro produtos testados foram
reticulados com os mesmos agentes quimicos, e que as diferengas no nivel de
reticulacdo nao foram significativos ao ponto de resultar em assinaturas vibracionais
distintas, ou entdo porque a concentragao dos reticulantes na amostra foi tdo baixa
que sua vibragcdo acabou sendo obscurecida pelas bandas vibracionais mais
intensas do AH.

No espectrograma da Figura 11 pode-se observar esses detalhes e principais

bandas vibracionais caracteristicas das moléculas de AH.
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Figura 11 - Espectrograma das amostras liofilizadas dos AH experimentais (D12 e
D15) e comerciais (RF e RL) obtidos por ATR FT-IR - Araraquara 2017.
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Fonte: Imagens de arquivo da autora

As bandas vibracionais caracteristicas dos AH identificados no espectrograma
estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 - Interpretacdo dos picos vibracionais moleculares dos AHs
identificados por ATR FTIR - Araraquara - 2017.

Pico Vibracional Grupamento Modo vibracional
3273,05 O-H (alcool) Estiramento
1604,7 C=C (acetona «,p insaturada) Estiramento
1407,97 O-H (acido carboxilico) Oscilagéao
1035,73 CO-0-CO (anidrido) Estiramento

Fonte: ASTM International. Standard Guide for Characterization and Testing
of Hyaluronan as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue

Engineered Medical Product Applications12.
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Esta interpretagcdo pode ser melhor compreendida quando se compara 0s
grupamentos quimicos identificados na espectrograma com a estrutura molecular do

AH apresentada nas Figuras 4 e 5.

5.5 Propriedades Viscoelasticas Analisadas por Redometria Dinamica
Oscilatéria

Os resultados e interpretagcao da analise reoldgica estao descritos nas Figuras
12 a 14 e na Tabela 6.

Na Figura 12, pode-se observar que os modulos de elasticidade (G') e
viscosidade (G") ndo se cruzam. Além disso, o G' é sempre maior que G", estas
caracteristicas indicam, como era esperado, que os produtos podem ser
reometricamente classificados como géis viscoelasticos densos.

Na Tabela 6, pode-se verificar as varias propriedades reoldgicas que
caracterizam o corportamento dos AHs testados. Estas propriedades indicam que o
AH mais denso e resisténte, ou seja, que apresenta o maior médulo de elasticidade
(G é o RL (207,41 Pa) e o que apresenta a menor capacidade de resistir a
deformacgéo é o D12 (78.63 Pa). O mddulo de viscosidade complexa (n*) indica os
produtos que nédo se expalham e podem ser adequadamente modelados apos a
aplicacao, o gel RL e o produto que apresenta este valor mais elevado (21.765,81
Pa). A dificuldade de extrusdo do D15, e porque este produto provoca o entupimento
da agullha pode ser explicada pelo elevado valor de sua tangente do angulo de fase
(tand) = 0,53, que o caracteriza de comportamento mais proximo a um sodlido
Hookeano, enquanto os demais produtos testados comportam-se mais como
liquidos Newtonianos.

A Figura 13 mostra o grafico do modulo de elasticidade (G') e, em escala
aproximada, o médulo de elasticidade complexa (G*) em fungdo da varredura de
frequéncia de 0.01 a 100 rd/s. As variagdes nas curvas sao causadas,
provavelmente, pela taxa de reticulacdo dos materiais. Assim, pode-se afirmar que
dos géis testados D15 €, na avaliagdo dinadmica geral, o mais reticulado, seguido por
RL e D12. A diferenga na reticulagdo é evidente nos materiais comerciais mas nao
tao significativa nos materiais experimentais.

A Figura 14 mostra a evolugcdo da porcentagem de elasticidade observado
nesse estudo dinamico oscilatorio. Esses dados mostram que os géis D12, RF e RL

modificam seu comportamento de géis densos para fluidos ao serem submetidos a
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tensdes na faixa de 100 rad/s, facilitando sua extrusao por agulhas de pequenos

calibres. Ao contrario, do D15, que tem aumento gradativo da elasticidade
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Figura 12 - Mddulo de elasticidade (G') e viscosidade (G") dos géis de AHs experimentais (D12 e D15) e comerciais (RF e RL) obtidos

pela reometria dindmica oscilatéria realizada com varredura de frequéncia de 0.1 a 500 rd/s. - Araraquara 2017.
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Tabela 6 - Propriedades reolégicas dos AHs de menor (D12, RF) e maior reticulagao (D15 e RL), observadas na frequéncia de 0,01

rad/s em temperatura de 25 °C - Araraquara 2017.

AH G' G" G* n* tand %E
D12 78.63 28.92 83.78 8377.88 0.37 73.11
D15 115.90 60.89 130.92 13092.18 0.53 65.56
RF 78.93 21.86 81.90 8190.07 0.28 78.31
RL 207.41 66.00 217.66  21765.81 0.32 75.86

Fonte: Elaboragao prépria
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Figura 13 - Apresentagdo comparativa do médulo de elasticidade (G') . e, em escala aproximada, do médulo de elasticidade complexa

(G*) dos materiais em fungao da varredura de frequéncia de 0.01 a 100 rd/s - Araraquara, 2017.
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Figura 14 - Evolugdo da porcentagem de elasticidade dos géis de AH experimentais e comerciais em fungédo da varredura de

frequéncia de 0.01 a 550 rad/s - Araraquara, 2017.
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5.6 Resposta Tecidual aos Implantes de AH e Reabsorcao do Biopolimero

A interpretacdo dos cortes histoldégicos e os escores atribuidos pelo
examinador (HP) aos eventos histopatolégicos resultantes da interagdo dos AHs
com o técido podem ser observados nas Figuras 15 a 19 e B1 e B2 do apéndice B
respectivamente.

As Figuras 20 e 21 mostram os resultados da analise estatistica da
associacao entre os eventos histotoldgicos e os AHs. A influéncia de D12 e RF e
D15 sofre a intensidade da resposta inflamatéria e o risco relativo (RR) podem ser

observados na Figura 22.
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Figura 15 - Fotomicrografia apos 7 dias ilustra as diferentes respostas aos materiais de AH. Coloracdo H&E. (A) e (B) D12 - verifica-se intensa resposta inflamatéria () com predominancia de
macrofagos, e exudato. O material AH apresenta-se permeado ao tecido conjuntivo (CT). A caracteristica do AH & espumosa com pequenos granulos. (C) e (D) D15 - Nesse material visualizamos um
processo inflamatério mais leve, porem com congestao capilar no tecido conjuntivo (CT). Pode-se visualizar em maior aumento diapedese de células inflamatérias mononucleares. E notério adjacente ao
AH grande intensidade de fibroblasto e presenca de fibrilas colagenas permeando o material. O AH se apresenta com particulas intermediarias com caracteristica espumosa. (E) e (F) RF - AH com
aparéncia de particulas irregulares permeado por fibroblastos com sintese de colageno. No tecido conjuntivo verifica-se éxtase vascular com diminuicdo do fluxo local, diapedese celular e
extravasamento de hemacias caracterizando pequeno edema. Em maior aumento, verifica-se caracteristica espumosa do AH. (G) e (H) RL - Presenga de AH com maiores tamanhos diminuindo area de
superficie. Nota-se presenca de células inflamatdrias, congestao capilar e fibroblastos ativos em contato com o AH. Em maior aumento presenca de angiogénese capilar no tecido conjuntivo (CT).

200 um

Fonte: Arquivos da autora
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Figura 16 - Fotomicrografia apds 14 dias ilustra as diferentes respostas aos materiais de AH. Coloragdo H&E. (A) e (B) D12 - Nesse periodo o material apresenta isolado por uma fina rede fibrosa
isolando o material. Processo inflamatorio no meio e ao redor do AH (l). Caracteristica heterogénea do AH com diferentes tamanhos compactados dentro da capsula fibrosa. (M) musculo. Em maior
aumento verifica-se uma particula com caracteristica diferente do restante aglomerado de celular mononuclares carateristico de macrofago. (C) e (D) D15 - O AH também apresenta isolado numa fina
rede fibras. Presenga de processo inflamatério (). Em menor aumento verifica-se que o material esta condensado como uma massa irregular, sugestivo de perda da estrutura no momento da extrusao.
(E) e (F) RF - Nesse corte transversal podemos verificar as camadas da pele. (CT) tecido conjuntive, (M) musculo e (RF) AH. O AH foi introduzido abaixo do mlsculo e percebe-se o aumento de volume
da regido. Em maior aumento verifica-se diminuicdo de algumas particulas de AH permeadas em tecido conjuntivo com grande presenca de fibroblastos. (G) e (H) RL - Imagem em corte transversal
mostrando a topografia da pele. (CT) tecido conjuntivo, (M) musculo, (RL) AH. Percebe-se maior volume quando comparado com o (RF), particulas com maior tamanho, e menor degradacao do AH.
Grande quantidade de fibroblastos e matriz de colageno ao redor das particulas de AH.

Fonte: Arquivos da autora



66

Figura 17 - Fotomicrografia apés 30 dias ilustra as diferentes respostas aos materiais de AH. Coloragdo H&E. (A) e (B) D12 - Diminuigdo do processo inflamatéric com formagéao de uma rede de
colageno ao redor do AH. Nota-se a presenca de AH com caracteristica espumosa e com particulas irregulares predominantemente pequenas. (C) e (D) D15 - Corte longitudinal ilustrando
encapsulamento do material com matriz de colageno mais organizado (CT). Particulas de AH permeadas por matriz de colageno com fibroblastos ativos. (E) e (F) RF - O AH de baixa reticulagao
apresenta as particulas sendo encapsuladas por fibra colagena. Nota-se que as particulas estdo em estagio de biodegradagdao. Em maior aumento nota-se que o AH esta se degradando, e as particulas
permeadas em rede de fibras colagenas. (G) e (H) RL - Corte transversal apresentando o AH promovendo ganho de volume tecidual. (M) musculo, (CT) tecido conjuntivo, (RL) AH. Na imagem aparece
tecido conjuntivo formado abaixo do musculo em contato com o AH. Particulas homogéneas com baixa degradacdo. Em maior aumento as particulas estdo rodeadas de tecido conjuntivo organizado com
grande quantidade de fibroblasto.

P

L
e _".‘

Fonte: Arquivos da autora
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Figura 18 - Fotomicrografia apds 60 dias ilustra as diferentes respostas aos materiais de AH. Coloragdo H&E. (A) e (B) D12 - Auséncia de inflamagao, corte transversal apresentando as camadas da
pele, e pequena quantidade de AH, permeado por maiores quantidades de matriz colagena. Em maior aumento ilustra-se as poucas particulas de AH com grande quantidade de colageno ao redor. O Ah
apresenta alta biodegradacéao. (C) e (D) D15 - Corte longitudinal com grande quantidade de colageno neoformado permeando o material de AH (CT). Em maior aumento visualiza-se grande quantidade
de AH com lenta degradagéo. As particulas de AH apresenta degradacao heterogénea, no qual algumas particulas estao se degradando mais que outras. (E) e (F) RF - Corte transversal ilustrando
formagéao de tecido conjuntivo (CT) abaixo do (M) musculo. Nitida capsula fibrosa permeando o (RF). Em maior aumento percebe-se o AH em contato com matriz de colageno organizado. (G) e (H) RL -
Material de AH em maior tamanho proporcionando aumento de volume tecidual. (M) musculo, (RL) AH, e tecido conjuntivo (TC). Em maior aumento tecido conjuntivo atraido em direcéo da particula de

AH. Grande quantidade de colageno, e ausente inflamagao.

Fonte: Arquivos da autora
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Figura 19 - Fotomicrografia apés 120 dias ilustra as diferentes respostas aos materiais de AH. Coloragdo H&E. (A) e (B) D12 - Nesse periodo verifica-se continuidade de degradagao do AH, e
irregularidade no tamanho das particulas. Nota-se pequena quantidade de macrofagos caracterizando inflamagéo cronica leve, e presenca de grande quantidade de fibroblastos. (C) e (D) D15 - AH
irregular com presenca de grande quantidade de fibroblastos, e tecido conjuntivo (CT) encapsulando material. Em maior aumento verifica-se grande quantidade de fibroblastos em alta atividade de
sintese de matriz coladgena, e algumas regides com macréfagos. A caracteristica do AH ndo aparenta homogénidade. (E) e (F) RF - Grande quantidade de colageno ao redor e no meio das particulas de
AH. O Ah apresenta alta taxa de degradacao, porem algumas particulas ainda apresentam maiores tamanhos (RF). Em maior aumento capilares mais maduros, e grande quantidade de fibroblasto com
citoplasma grande caracterizando alta sintese de matriz colagena. (G) e (H) - RL - Corte transversal nesse periodo ainda caracterizado por um grande aumento volumétrico proporcionado pelo AH. (M)
Abaixo do musculo, matriz de colageno organizado (CT) encapsulando o AH. Em maior aumento percebe-se que o AH continua com sua estrutura com baixo indice de degradacéo, e alta quantidade de
fibroblastos e matriz organizada de coldgeno. Ocorre biocompatibilidade do AH em intimo contato com tecido conjuntivo.
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Fonte: Arquivos da autora
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5.7 Analise Estatistica dos Eventos Histolégicos.
O resultado da analise estatistica do efeito dos AH sobre os eventos

histopatolégicos podem ser melhor visualizados nas Figuras 20 e 21.

5.7.1 Intensidade da resposta inflamatéria

O modelo log-linear de efeito em linha para os dados da resposta inflamatéria
apos 7 dias da implantagao dos géis de AH, ajustou-se convenientemente aos dados
observados (G2(7) = 11,123; p = 0,133).

Todos os AH utilizados causaram resposta inflamatdria. (p<0,05). O maior
efeito foi observado em RL, que provocou maior frequéncia de inflamagao moderada
e leve (zARL*Cov_7D = 1,314; p < 0,001). O gél D12 causou resposta inflamatoria
intensa com maior frequéncia (zAD12*Cov_7D = 0,947; p < 0,001), enquanto o RF
causou a menor frequéncia (zARF*Cov_7D = 0,760; p = 0,002). O D15 provocou
frequéncia de inflamacgéao intensa e mediana de mesma magnitude (zAD15*Cov_7D
=0,092; p < 0,001).

Os dados também se ajustaram adequadamente ao modelo aos 14D (G2(7) =
6,849; p = 0,445). Todos os AH continuam causando a resposta inflamatoria
observada (p<0,05). O efeito mais significativo foi observado para D15
(zAD15*Cov_14D = 1,497; p < 0,001), que causou maior frequéncia de inflamacgao
classificada como mediana. A maior taxa de resposta inflamatoria leve foi induzida
por RF e RL que apresentaram os mesmos resultados estatisticos (zARF*Cov_14D e
zARL*Cov_14D = 1,266; p = 0,001). Resposta inflamatdria intensa so foi observada
para D12 (zAD12*Cov_14D = 1,070; p < 0,001).

Aos 30 dias, o ajuste dos dados também foi adequado (G2(3) = 6,727; p =
0,081). Nesse periodo, a resposta tecidual observada ndo pode ser associada a
nenhum dos géis de AH testados (p>0,05).

Nos periodos 60D e 120D os dados n&o se ajustaram adequadamente ao
modelo (G2(3) = 9,047; p = 0,029) e (G2(3) = 9,047; p = 0,029).

5.7.2 Presenca de fibroblasto/angiogénese

Os dados obtidos apds 7D da implantacdo dos produtos mostraram-se

adequadamente ajustados ao modelo (G2(3) = 4,291; p = 0,232). A associagao entre
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o estimulo de formacgao de fibroblasto/angiogénse e os géis de AH utilizados foi
estatisticamente comprovada (p<0,05). Os maiores efeitos foram dos produtos RF
(zARF*Cov_7D = 1,375; p < 0.001) e RL (zZARL*Cov_7D = 1,375; p < 0,001) que
produziram fibroblasto/angiogénese moderada de igual magnitude. O efeito de D12
(zAD12*Cov_7D = 0,991; p = 0.024) e D15 (zAD15*Cov_7D = 0,991; p = 0.024) foi
menos intenso, com observagdes de quantidades semelhantes de pequenas e
moderadas presenca de fibroblasto/angiogénese.

No segundo periodo de avaliagdo (14D) os dados também mostraram-se
adequadamente ajustados ao modelo (G2(3) = 2,817; p = 0,421). Todos os produtos
afetaram a presenca de fibroblastos/angiogénese (p<0,05). Nesse periodo de
avaliacao o maior efeito foi de RF (zZARF*Cov_14D = 1,532; p < 0.001) que estimulou
moderada produgao de fibroblasto/angiogénese, seguido de RL (zZARL*Cov_14D =
1,392; p = 0,002) para o qual foi observada a menor frequéncia de pequena
presenca de células de resposta, D15 (zAD15*Cov_14D = 1,289; p = 0.005) e D12
(zAD12*Cov_14D = 1,160; p = 0.014) que induziram quantidades crescentes de
pequena presenca de fibroblasto/angiogénese.

Aos 30 dias, os dados néo se ajustaram adequadamente ao modelo (G2(3) =
11,292; p = 0,010).

Os dados do periodo 60D mostraram adequado ajuste ao modelo (G2(3) =
1,984; p = 0,576). O efeito dos géis de AH sobre a resposta tecidual foi
estatisticamente significativo (p<0,05) e bastante semelhante, com maior frequéncia
de observagéo de intensa presencga de fibroblasto/angiogénese e menor frequéncia

de quantidade moderada destas células. D12 e RL induziram resposta mais intensa

(zAD12*Cov_60D e zARL*Cov_60D = 1,275; p < 0.001) enquanto RF e D15
mostraram efeito menos intenso (zZARF*Cov_60D e zAD15*Cov_60D = 1,228; p <
0.001).

No final da dessa avaliacdo (120D) os dados também estavam
adequadamente ajustados ao modelo (G2(3) = 1,640; p = 0,650) e todos os géis de
AH afetaram a formacéao de fibroblasto/angiogénese. O efeito mais positivo foi do gel
RL (zARL*Cov_120D = 1,576; p < 0.001), para o qual todas as laminas mostraram
intensa presenca de fibroblastos/angiogénese. RF e D15 apresentaram tanto
frequéncia de intensa como moderada presenga de fibroblastos/angiogénese
(zZARF*Cov_120D e zAD15*Cov_120D = 1,490; p < 0.001). O menor efeito foi do gel
D12 (zAD12*Cov_120D = 1,444; p < 0.001).
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5.7.3 Presenca e organizacao de fibra colagena

Os dados referentes ao primeiro periodo de avaliagédo (7D) ajustaram-se
adequadamente ao modelo (G2(3) = 6,359; p = 0,095). Somente o uso dos géis RF
(zARF*Cov_7D = 1,209; p = 0.001) e RL (zARL*Cov_7D = 1,047; p = 0.009)
estimulou a producdo de fibras colagenas adjacente aos produtos, sendo RF
ligeiramente superior a RL. Apesar disso, estas fibras mostraram-se desorganizadas.
Os demais produtos nao tiveram efeito estatisticamente significativo nem sobre a
produgao nem sobre a organizagao do colageno (p>0,05).

Aos 14 dias os dados também se ajustaram adequadamente ao modelo
(G2(3) = 1,338; p = 0,720). Todos os produtos tiveram efeito estatisticamente
significativo sobre producdo de colageno. Aumentos mais significativos foram
produzidos por D15 (zAD15*Cov_14D = 1,730; p < 0.001) e RL (zARL*Cov_14D =
1,601; p = 0.001) respectivamente. D12 e RF apresentaram a mesma capacidade de
estimular a formacao de colageno neste periodo de avaliagdo (zAD12*Cov_14D e
ZARF*Cov_14D = 1,499; p = 0.002).

Os dados também se ajustaram adequadamente ao modelo 30 dias apos a
implantagcdo dos produtos (G2(3) = 4,693; p = 0,196). Os produtos RL
(zARL*Cov_30D = 0,665; p = 0.011), e RF (zARF*Cov_30D = 0,609; p = 0.022), e
D15 (zAD15*Cov_30D = 0,609; p = 0.022) estimularam a organizagao do colageno
adjacente aos produtos, enquanto D12 sé estimula produgdo, mas ndo a
organizagao desta fibra (zAD12*Cov_30D = 1,068; p = 0.003).

Os dados de 60 dias também estavam adequadamente distribuidos (G2(7) =
3,729; p = 0,810). Os produtos RL (zARL*Cov_60D = 1,447; p < 0.001) e D12
(zAD12*Cov_60D = 1,447; p < 0.001), estimularam significativamente a organizagao
do colageno adjacente aos produtos, enquanto D15 s6 estimulou a produgdo de
colageno mas nao a sua organizagéo (zAD15*Cov_60D = 2,138; p < 0.001).

Finalmente, os dados de 120D também mostraram-se adequados ao modelo
(G2(3) = 0,198; p = 0,978). Nesse periodo, todos os produtos puderam ser
associados a maior organizagao das fibras colagenas adjacentes aos AH testados.
Os produtos que produziram maior organizagdo foram RL e D12 com a mesma
capacidade de estimulo (zZARL*Cov_120D e zAD12*Cov_120D = 1,940; p < 0.001).
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5.7.4 Degradacao do gel

Os dados do primeiro periodo de avaliagcao (7D) mostraram-se
adequadamente ajustados ao modelo (G2(3) = 6,164; p = 0,104). Para D15 e RL foi
observado o mesmo efeito estatistico elevado e de protegdo com todas as
observacgdes classificadas como de baixa degradacdo do AH (zAD15*Cov_7D e
zZARL*Cov_7D = 2,049; p = 0.013). As observagdes para D12 (zAD12*Cov_7D =
1,117; p = 0.008) mostraram que este gel apresenta maior frequéncia de degradacéao
moderada, indicando que sua degradacgao ja se inicia apos 7 dias de implantagcdo. O
RF n&o pode ser associado com o padrao de degradagéo observado (p>0,05).

Duas semanas apos a implantagao (14D) os dados também mostram-se
adequadamente ajustados ao modelo (G2(3) = 6,842; p = 0,077). Nesse periodo o
efeito protetor de RL fica mais evidente, com todas as observagbes sendo
classificadas como de baixa degradacéo (zARL*Cov_14D = 1,773; p = 0.022). Todas
as observagdes relacionadas com o gel D12 foram classificadas como moderada
indicando que este produto é o que apresenta o pior desempenho aos 14 dias
(zAD12*Cov_14D = 1,233; p < 0.001) seguido de D15 (zAD15*Cov_14D = 0,836; p
< 0.043). A frequéncia de degradagao observada para RF ndo pode ser associada a
este gel de AH (p>0,05).

Os dados de 30 dias (30D) ndo se ajustaram adequadamente ao modelo
(G2(7) = 23,210; p = 0,002).

Falta de ajuste dos dados também foi observado no 60D (G2(7) = 23,556; p =
0,001).

No ultimo periodo de avaliagdo os dados mostraram adequado ajuste ao
modelo (G2(7) = 0,681; p = 0,998). Os produtos para preenchimento dérmico (D12 e
RF) mostram intensa degradagéo (zAD12*Cov_120D e zARF*Cov_120D = 1,840; p
< 0,001) enquanto nos produtos para aumento volumétrico de tecido somente
observa-se degradagédo moderada - D15 (zAD15*Cov_120D = 2,666; p < 0,001) e
moderada e baixa — RL (zARL*Cov_120D = 2,566; p < 0,001).
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Figura 20 — Porcentagem da frequéncia ponderada da intensidade da resposta inflamatdria (A) e da presenca de fibroblasto/angiogénese (B) em
funcdo de gel de AH e tempo de avaliagdo. O (*) indica associacdo estatisticamente significativa entre o produto e o evento histoldgico avaliado para
p<0,05. Nos periodos 60D e 120D de (A) e 30D de (B) os resultados ndo foram mostrados porque os dados ndo se ajustaram adequadamente ao
modelo loglinear (p<0,05).
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Figura 21 — Porcentagem da frequéncia ponderada da presenca e organizac¢do da fibra colagena (C) e o nivel de degradac¢do do AH (D) em funcdo de
gel de AH e tempo de avaliacdo. O (*) indica associagdo estatisticamente significativa entre o produto e o evento histolégico avaliado para p<0,05.
Nos periodos 30D e 60D de (D) os resultados ndao foram mostrados porque os dados nao se ajustaram adequadamente ao modelo loglinear

(p<0,05).
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5.8 Diferenca entre Produtos

Para os produtos indicados para preenchimento dérmico foi observada
diferenca estatistica significativa (X*(1) = 5.400; p=0,05), indicando que o uso do gel
D12 causa maior porcentagem inflamagdo moderada/severa do que RF. Esta
diferenga € de dimensdo moderada (V de Cramer = 0.425) e o risco relativo da
ocorréncia de inflamacdo de maior intensidade com o uso de D12 é 7,42 vezes
maior do que o causado por RF — Figura 22.

Para os produtos indicados para aumento volumético de tecido nao foi
observada diferenca estatistica significativa entre D15 e RL (X*(1) = 2,143; p=0,272).

Para os demais eventos histolégicos foram considerados os periodos 30D,
60D e 120D, pois nos periodos iniciais 7D e 14D nao ocorreu variabilidade entre os
dados. Nesses eventos 0s niveis pequena/ausente ou baixa foram agrupados com o
moderado, e receberam o escore 0 = pequena/ausente ou baixa.

Para o evento presenga de fibroblasto/angiogénese nado foram observadas
diferencas estatisticas nem entre os géis D12 e RF (X?(1) = 0,136; p = 1,000), nem
entre D15 e RL (X%(1) = 3,968; p = 0,109).

Para estimulo a formacédo e organizagdo de colageno também n&o foram
encontradas diferencas estatisticas nem entre os géis D12 e RF (X*(1) = 1,36; p =
1,000), nem entre D15 e RL (X?(1) = 5,000; p = 0,060).

Os produtos também nao difereriram quanto a taxa de biodegradagdo. A
estatistica X? para D12XRL foi (X3(1) = 1,200; p = 0,466) e para D15XRL (X*(1) =
1,034; p = 1,000).
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Figura 22 — Frequéncia das observagbes classificadas como inflamagao
intensa em funcdo dos géis indicados para preenchimento dérmico expressas em
porcentagem. O (*) destaca diferenga estatistica significativa para a = 0,05 indicando
que D12 causa maior taxa de resposta inflamatéria intensa do que RF, com um
RR=7,42.

100,0% *
86,7%

75,0%

53,3%

50,0%

25,0%
13,3%

0,0%

D12

BlLeve BModeradal/intensa

Fonte: Elaboragao prépria



77

6 DISCUSSAO

Esse estudo, realizado para comparar as caracteristicas quimicas, estruturais,
reoldgicas e de resposta tecidual e biodegradagao ao implante intramuscular de AH
no dorso de ratos, encontrou diferencas estatisticamente significativas entre géis
indicados para preenchimento dérmico mas n&o para os AH indicados para aumento
volumétrico de tecido. Também foi encontrada associacdo estatisticamente
significativa entre os produtos e grau de inflamagdo, estimulo a producédo de
fibroblasto/angiogénese, organizacdo de colageno e a biodegradacdao. Em funcéao
disso a hipétese nula (HO) foi rejeitada.

A falta de explicagcbes plausiveis para a diferenca de desempenho e
longevidade observada entre géis de AH indicados para a mesma aplicagéo clinica
motivaram a realizacdo desse estudo que comparou géis de AH monofasicos de
origem nao animal, obtidos por fermentacdo bacteriana, que apresentavam
concentracédo de AH no gel semelhantes, (22 mg/mL produtos DMC e 23 mg/mL
produtos Rennova), com niveis de reticulagdo proprias para preenchimento dérmico
(D12 — 12,5% e RF néao informada) e aumento volumétrico de tecido (D15 — 15% e
RL nao informada).Todos os produtos utilizaram o BDDE como agente reticulante -
Tabela 1.

Apesar de apresentarem constituicido semelhantes, os produtos testados
mostraram diferengas na morfologia e estruturacdo das cadeias poliméricas,
composigao quimica, propriedades reoldgicas, resposta histopatologica e grau de
biodegradacgao.

A resposta histopatolégica aos implantas e a taxa de biodegragdo dos
mesmos foram utilizadas com paréametros de comparagdo para entender a
importancia destas diferencas e também para obter subsidios sobre o desempenho
e longevidade dos tratamentos realizados com esses AHs.

Fernandez-Cossio et al.” (2006), Kablik et al.?” (2009), Jones® (2011), e De
Boulle et al.™ (2013) afirmam que existe relagao direta entre o grau de reticulagéo e
a intensidade de inflamagao causadas pela implantagdo do AH nos tecidos, ou seja,
produtos mais reticulados causam maior resposta inflamatéria, hematomas e
inchaco, devido a distengdo e rompimento dos tecidos e a maior resisténcia dos

produtos a biodegradacéo.
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Contrariamente ao esperado, no presente estudo foi observado que o gel
D12, menos reticulado, provocou maior resposta inflamatdria, seguido pelo D15,
mais reticulado. O fato de dois produtos com reticulacbes e indicacdes distintas
causarem altas taxas de inflamagao, associado a minima resposta tecidual causada
pelo produto de maior reticulagdo (RL) - Figura 20. sugere que a resposta
inflamatéria ndo depende unicamente do nivel de reticulagdo dos produtos, mas sim
de um conjunto de caracteristicas proprias de cada AH que envolvem sua
composicdo, tipo de agente reticulante utilizado e eficacia do processo de
reticulagao.

A presenca de potassio (K), identificada por EDX somente nos produtos D12
e D15, pode explicar o maior efeito inflamatério desses produtos, uma vez que Maioli
et al.>* (2015) observaram que o superoxido de potassio (KO2) induziu resposta
inflamatdria em ratos.

A possivel presenca de BDDE residual, decorrentes de falhas no processo de
reticulacdo, também poderia explicar a ocorréncia da maior resposta inflamatodria
para os géis D12 e D15. (Yeom et al.’', 2010) e (De Boulle et al.™ 2013). No
entanto, as curvas espectrais obtidas por FTIR e o0 mapeamento quimico por EDS
nao evidenciaram presenca de residuos desse agente reticulante para nenhum dos
produtos testados.

A morfologia estrutural € outro fator que poderia explicar a resposta
inflamatéria observada. A avaliacdo por MEV evidenciou que os produtos D12 e
D15 tem malha polimérica formada por camaras irregulares separadas por septos
finos com bordas vivas e serrilhadas - Figura 9. De acordo com La Gatta et al.28,
2013, géis de AH com taxa de reticulacdo menor de 22% apresenta esta
caracteristica estrutural “irritante” com maior potencial de causar resposta
inflamatéria. Os geis RF e RL tem estrutura formada por uma malha polimérica
interconectada espressa, de bordas arredondadas e lisas que se mostrou mais
biocompativel. Essas diferengas morfolégicas podem explicar o padrao de resposta
inflamatdria observada apos 7 e 14 dias da implatacdo dos géis no dorso dos
animais - Figuras 9 e 20, e demonstram a importéncia da morfologia estrutural dos
géis para o desempenho dos tratamentos (Segura et al.**, 2005) e (Flynn et al.%,
2011).

Assim, acreditamos que a presenga de K e a morfologia estrutural mais

“irritante” dos géis de AH de menor concentragcdo foram os fatores determinantes
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para a responsta inflamatéria observada. No entanto, para estabelecer a real
contribuicdo destes fatores sdo necessarios mais estudos comparativos especificos,
com adicao de K em produtos com outros tipos de malha estrutural.

Tanto a formagéo de fibroblastos/angiogénese como organizagédo das fibras
colagenas também apresentaram dependencia direta dos produtos utilizados
(modelos loglinear com p<0,05) — Figuras 20 e 21, mas nao mostraram diferencas
(p>0,05) entre os géis indicados para preenchimento dérmico (D12 X RF) o os
utilizados para aumento volumétrico de tecido (D5 X RL). Também nao foi observada
relacdo entre o nivel de inflamagéo e esses outros eventos histolégicos (p>0,05).

E interessante destacar que a partir dos 60 dias da implantacéo dos géis de
AH todos os AHs promoveram intensa formacao de fibroblasto/angiogénese, bem
como intensa organizagao das fibras colagenas demonstrando que os resultados
estéticos/funcionais obtidos pelo uso de géis injetaveis de AH nao depende
exclusivamente de seu desempenho fisico/mecanico, mas também de sua
capacidade de estimular neo-formacao e rejuvenecimento tecidual — Figura 20 e 21.
Também é interessante destacar que esses eventos histopatolégicos ndo séo
afetados pela variagdo da taxa de biodegradagao dos produtos — Figura 20 e 21.

Como esperado, os produtos para preenchimento dérmico (D12 e RF), séo
mais rapidamente biodegradados porque sua malha molecular menos densa € mais
propensa a agdo da hialuronidase (Lemperle et al.*®, 2003), (Park et al.*?, 2014) (Al-
Sibani et al., 2015). Além disso, o aumento local e transitério dos radicais livres
devido a maior inflamagao causada por estes produtos pode ser um co-fator que
potencializa a degradacao de sua malha molecular, afetando a efetividade e a
longevidade dos tratamentos realizados com estes géis (Nobuhiko et al.*°, 1992),
(Volpi et al.*®, 2009), (Yang et al.*°, 2015) e (De Boulle et al.*, 2013).

Quanto as propriedades reoldgicas e caracteristicas de uso, os géis de AH
devem possuir modulo de elasticidade (G’) compativel com sua indicagdo de uso, ou
seja, géis para preenchimento dérmico devem ter G' menor do que os indicados para
aumento volumético de tecido. Os géis de AH também devem possuir modulo de
viscosidade (G”) baixo, para que possam fluir pela agulha sem dificuldade e
promover a expansao dos tecidos com minimo desconforto. Além disso, é desejavel
qgue tenham maoddulo de viscosidade complexo (n*) de moderado a elevado, para que
possam ser modelados e nao se espalhem ap6s implantados. Também é importante

que tenham tangente do angulo de fase (tand) proximo de zero e porcentagem de
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elasticidade (%E) que reduza com o aumento da frequéncia, para que possam fluir
por agulhas de pequeno calibre sem entupi-las e serem facilmente injetados nos
tecidos com pouca aplicagao de forga digito-palmar. (Falcone et al."’, 2008) (Kablik
et al.?’, 2009) (Daar et al.'?, 2010) (lannitti et al.%, 2013) (lannitti et al.**, 2016).

Uma dificuldade encontrada no presente estudo, foi decidir em qual
frequéncia relatar os valores absolutos de reologia, pois ndo existe consenso na
literatura sobre isso. Em seu estudo (Falcone et al."’, 2008) relataram esses valores
na frequéncia de 0,628 rad/s (0,1 Hz) pois, segundo eles, as diferengcas nas
propriedades reoldgicas sdo mais evidentes na menor frequéncia utilizada para a
analise. Por outro lado, Sundaram et al.**, 2003 defendem o uso da frequéncia de
4,40 rad/s (0.7 Hz) justificando que "resultados mais reprodutiveis e fisiologicamente
mais relevantes para os estresses comuns a pele" sdo observados nessa
frequéncia. Nos estudos de Lee et al.*°, 2015) e (Kablik et al.?”, 2009) os valores
absolutos de reologia foram relatados em 31,43 rad/s (5 Hz) sem justificativa para o
uso desta frequéncia. No presente estudo, os valores absolutos das propriedades
reologicas foram descritas na menor frequéncia utilizada (0,01 rad/s ou 0,0016 Hz),
na qual as diferengas entre produtos pode ser melhor observada (Falcone et al."’,
2008).

Considerando os valores absolutos de reologia obtidos para os produtos
estudados, bem como os eventos histologicos ja descritos — Tabela 6 e Figuras 12 a
15, pode-se afirmar que o tanto D12 como RF apresentam caracteristicas de uso e
capacidade de preenchimento dérmico semelhante. D12 € um pouco mais modelavel
e tem menor potencial de espalhar/migrar apés a implantagao (>n *), enquanto RF é
injetado com mais facilidade (< tand) nos tecidos.

Diferenga mais significativa foi observada entre os produtos para aumento
volumétrico de tecido. O gel com as melhores caracteristicas foi o RL, que apresenta
a maior capacidade de sustentagado (>G’), € mais modelavel e tem menor potencial
de espalhar/migrar apds a implantagcédo (>n *) e é facilmente injetado nos tecidos (<
tand), enquanto D15 é dificil de ser injetado e causa frequente entupimento da
agulha pois é o unico dos produtos testados que ndo apresenta a inversdo da
porcentagem de elasticidade com o aumento da frequéncia - Figura 14. (Falcone et
al.’’, 2008).

Por estes resultados fica claro que os produtos testados diferem tanto na taxa

como na tecnologia de reticulagdo utilizadas, uma vez que apresentam
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concentracdes de AH similares e foram reticulados pelo mesmo agente reticulante,
(Chun et al."", 2016) e (De Boulle et al.™*, 2013).

As diferengas observadas em nosso resultados demonstram a importancia de
se conhecer as diversas caracteristicas fisico-quimica e reoldgicas dos AHs, uma
vez que, elas influenciaram diretamente na resposta tecidual, nas caracteristicas de
uso e no desempenho dos produtos. e (Edwards et al.”®, 2007), (Tezel et al.*,
2008), (Noh et al.*', 2006) (Berko et al.®, 2013) e (Falcone et al.’, 2008)

Assim, pode-se estimar que o uso do gel D15 causaria maior inflamagao, dor
e desconforto aos pacientes, por apresentar morfologia estrutural mais “agressiva”
que o produto RL. Além disso, este AH também tenderia a ter maior deformacéao
e/ou migracdo quando submetido a forgcas excessivas, pois tem mddulo de
viscosidade complexa cerca de 60% menor que RL. Evidentemente, estas
estimativas precisam ser comprovadas por estudos clinicos randomizados
controlados mas, como destacado por (Tezel et al.*®, 2008) e (Kablik et al.?’, 2009),
demonstram a relevancia da caracterizagdo morfo-fisicoquimica e avaliagdo da
resposta histopatoldgica e da biodegradagao para a correta escolha e indicagao dos
géis de AH para preenchimento dérmico, e aumento volumétrico dos tecidos. Esses
dados cientificos também podem direcionar o desenvolvimento de novas

formulagdes de géis de AH ou a melhoria dos produtos ja disponiveis.
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7 CONCLUSAO

Frente aos resultados obtidos se pode concluir que:

1) AH com a mesma indicagao clinica diferem tanto nas caracteristicas morfo-
fisicoquimica com na resposta inflamatéria provocada e no padrdo de
biodegradagéo.

2) O nivel de resposta histopatolégica depende do AH utilizado.

3) A morfologia estrutural de D12 e D15, formada por camaras separadas por
septos finos, com bordas afiladas e irregulares, provoca maior resposta inflamataria,

4) Todos os AH testados estimularam a neo-formagédo de fibroblasto e
colageno.

5) A biodegradacdo dos AH ¢é inversamente proporcional a taxa de

reticulagao.
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APENDICE A - ANALISE MORFOLOGICA POR MEV

Figura A1 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura interna do AH D12,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagcéo - Araraquara - 2017.
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Fonte: Imagens de arquivo da autora
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Figura A2 - Fotomicrografias micromorfologia e microestrutura externa do AH D12,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagao - Araraquara 2017.

v
—_— 100um IQ-UNESP 100pm IQ-UNESP
2.00kV SEI LM WD 8.0 2.00kV SEI M WD 9.0

— 10pm IQ-UNESP ] 10pm IQ-UNESP
2.00kV SEI GB LOW WD 5.7 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.7

Fonte: Imagens de arquivo da autora



90

Figura A3 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura interna do AH D15,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagao - Araraquara 2017.
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Figura A4 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura externa do AH
D15, com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagao - Araraquara 2017.
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Figura A5 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura interna do AH RF,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagao - Araraquara 2017.
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Figura A6 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura externa do AH RF,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagao - Araraquara 2017.
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Figura A7 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura interna do AH RL,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagcao - Araraquara - 2017.
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Figura A8 - Fotomicrografias da micromorfologia e microestrutura externa do AH RL,
com 50X, 250X, 1000X e 2500X de magnificagao - Araraquara 2017.
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APENDICE B - TABELA DE FREQUENCIAS DA RESPOSTA TECIDUAL

Figura B1 - Frequéncia da classificagcao atribuida ao grau de inflamagado e a presenca de bibroblasto/angiogénese observada nos
cortes histolégicos do plano submuscular do dorso de ratos em resposta aos implantes de 0,1 mg de D12, D15, RF e RL -
Araraquara 2017.

PRESENGA DE CELULAS INFLAMATORIAS

Nivel de D12 D15 RF RL
inflamagdo T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 Total

leve 0 O 2 4 5 0o 1 4 5 4 1 3 4 5 4 1 3 5 5 5 61
moderada 2 2 3 1 0 3 4 1 0 1 3 2 1 0 1 4 2 0 0 0 30

severa 3 3 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 O 0 0 0 9
Total 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 100

PRESENGA DE FIBROBLASTO/ANGIOGENESE |

Quantidade de D12 D15 RF RL
Fibroblasto T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 Te0 T120 T7 T14 T30 Te0 T120 T7 T14 T30 TeO0 T120 Total

pouco 3 3 0 0 0 3 2 0 0 0 0 O 0 0 0 0o 1 0 0 0 12
moderado 2 2 3 1 2 2 3 4 2 1 5 5 4 2 1 5 4 1 1 0 50
muito 0 O 2 4 3 0 O 1 3 4 0 O 1 3 4 0 O 4 4 5 38
Total 5 5 5 5 5 5 5 5 5 ) 5 b 5 5 5 5 5 5 5 5 100

Fonte: Elaborado pelos autores
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Figura B2 - Frequéncia da classificagdo atribuida a presenca e organizagédo de fibra colagena e ao nivel de degradagéo do AH
observada nos cortes histologicos do plano submuscular do dorso de ratos em resposta aos implantes de 0,1 mg de D12, D15, RF
e RL - Araraquara 2017.

PRESENGA E ORGANIZAGAO DE FIBRA COLAGENA |

Organizagso D12 D15 RF RL
docolageno 17 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 Total

ausente 4 2 0 0 0 3 0 0 0 0 0 2 0 1 0 1 1 0 0 0 14
desorganizado 1 3 5 1 0 2 5 3 5 1 5 3 3 2 1 4 4 2 1 0 51
organizado 0 O 0 4 5 0 O 2 0 4 0 O 2 2 4 0 O 3 4 5 35

Total 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 100

NIVEL DEGRADAGAO DOS AHs |

Degradacao da D12 D15 RF RI
matriz do
biopolimero T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 T7 T14 T30 T60 T120 Total

baixa 2 0 0 0 0 5 3 0 0 0 4 4 0 0 0 5 5 3 1 1 33

meédia 3 5 4 1 1 0 2 5 4 5 1 1 4 4 1 0 O 2 4 4 51
alta 0 O 1 4 4 0 O 0 1 0 0 O 1 1 4 0 O 0 0 0 16

Total 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 100

Fonte: Elaborado pelos autores



ANEXO A - CERTIFICADO DE APROVAGAO CEUA

unesp " 4(LIO DE MESQUITA FILHO”

\/
#%y UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA .
Campus de Araraquara @

FACULDADE DE ODONTOLOGIA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “CARAC TERIZACAO
FISICO-QUIMICA E EFEITO DA TAXA DE RETICULACAO
SOBRE A BIOCOMPATIBILIDADE E BIODEGRADACAO DE
ACIDOS HIALURONICOS EXPERIMENTAIS DE USO EM
ODONTOLOGIA”, protocolo n° 22/2015, sob a responsabilidade do(a)
Prof(a). Dr(a). Osmir Batista de Oliveira Junior — que envolve a
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com 0s
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA em reunido de 08/12/2015.

Vigéncia do Projeto | Fevereiro/2017
Espécie/linhagem Rato — Holtzmann
N° de animais 25
Peso/Idade 350g — 90 dias
Sexo Macho
Origem Biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara
(QF é,(iw'.;& 7/)4'&%‘(.;_ , O
Prof. Dr. PAULO SERGIO CERRI

Coordenador da CEUA

Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA
Rua Humaité n° 1,680 — Centro — CEP 14801-903 — Caixa Postal n° 331 - ARARAQUARA - SP
5° andar — fone (16) 3301-6459 / fax (16) 3301-6433 / e-mail: ceua@foar.unesp.br - home page: http://www.foar.unesp.br
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