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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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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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