DIEGO MARTINS CHAPARRO

AVALIACAO DAS ALTERACOES TECIDUAIS INDUZIDAS PELO
ACIDO HIALURONICO NA PAPILA INTERDENTARIA DE RATOS

CAMPO GRANDE
2019



DIEGO MARTINS CHAPARRO

AVALIACAO DAS ALTERACOES TECIDUAIS INDUZIDAS PELO
ACIDO HIALURONICO NA PAPILA INTERDENTARIA DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pdés-Graduacdo em Odontologia da
Universidade Federal de Mato Grosso
do, para obtencao do titulo de mestre.

Orientador: Prof. Dr. Jefferson José de
Carvalho Marion

CAMPO GRANDE
2019



DIEGO MARTINS CHAPARRO

AVALIAQAO DAS ALTERACOES TECIDUAIS INDUZIDAS PELO
ACIDO HIALURONICO NA PAPILA INTERDENTARIA DE RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa
de POs-Graduacdo em Odontologia da
Universidade Federal de Mato Grosso
do, para obtenc¢éao do titulo de mestre.

Resultado:

Campo Grande (MS), de de 2019.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Jefferson José de Carvalho Marion (Presidente)
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. José Peixoto Ferrdao Junior
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Paulo Zarate Pereira
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul



DEDICATORIA

Dedico esse trabalho a minha V6 Esther, que infelizmente nos deixou, mas mostrou
para mim o que € o amor verdadeiro e incondicional. Obrigado pelo apoio sempre.

Te amo eternamente.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus a oportunidade de poder ir em busca dos meus
sonhos e conquista-los;

A minha familia em especial a minha Mae Ciomara, meu Pai Hilarion e meu Irméo

Danilo pelo suporte e amor. Sem vocés eu nao sou nada,

A0S meus amigos que nesses dois anos estiveram muito presentes na minha vida.

S&o os irmaos que escolhi para mim;

A Universidade Federal de Mato Grosso do Sul em especial a todos os profissionais
da Faodo, técnicos, alunos, professores, a todos envolvidos no programa de pos-
graduacdo e também a Lais e Silvia a quem sempre recorri nos momentos de

aperto;

Aos meus colegas de turma — MESTRADO 2019 — a convivéncia com VOCés tornou

mais facil o caminho percorrido;
A todos os profissionais do Biotério da UFMS, técnicos e pesquisadores, em
especial a Veterinaria Adriana, ao Carlos e a Amanda por sempre terem sido muito

prestativos comigo e por ter apoiado essa pesquisa,

Ao Claudio da Histologia UFMS, pela ajuda na confeccdo das laminas e
disponibilidade;

Ao Professor Alan Kalife, pela parceria, conselhos e amizade desde a graduacao;

A Professora Dra Monica Cristina Toffoli Kadri, pela fundamental contribuicdo a esta

pesquisa, desde o projeto piloto, qualificacéo e elaboracéo final do texto.



Ao Professor Cléverson Silva, pela coorientagdo nessa pesquisa e pela
oportunidade de ter realizado uma disciplina no programa de mestrado da UEM/PR,;

Ao Professor Daniel Herrera, pela amizade, conselhos e ajuda na metodologia do

trabalho.

Ao Professor Rafael Aiello, pela disponibilidade e contribuicdo na estatistica do

trabalho;

A Professora Rosana Mara Giordano, por ter sido muito presente na minha formacao
desde a graduacao e agora no mestrado nao foi diferente. Obrigado pelo seu tempo

e dedicacdo. Te admiro desde crianca;

A Thalita Lorrayne, pelo empenho na execugcdo desta pesquisa. Obrigado pela

amizade, sem vocé nao teria conseguido;

A Professora Daniela de Moraes Antunes, que se empenhou e me aconselhou
nessa pesquisa. Tenho uma admiragcdo muito grande por vocé. Espero um dia ser

um professor tao didéatico, tdo acessivel e querido como voceé.

Ao Professor Paulo Zarate Perereira, por sempre me incentivar e estar sempre
presente na minha formacdo. Agradeco as oportunidades, a amizade e o

companheirismo, devo muito ao vocé;

Ao Professor José Peixoto Ferrdo Junior, que sera sempre meu mentor. Obrigado
pela oportunidade de realizar essa pesquisa, por confiar em mim e por estar sempre
presente na minha vida. Tenho uma admiragdo enorme por vocé e espero atender

suas expectativas perante a mim sempre;

O dultimo e especial agradecimento vai ao meu orientador Professor Jefferson
Marion, que me acolheu em um momento dificil do programa. Comprou a ideia
dessa pesquisa e mesmo ndo sendo periodontista, me orientou € me guiou com
maestria. Obrigado pela amizade e por ter me aberto portas e mostrar caminhos que

eu jamais pensaria em percorrer. Minha eterna gratidao.



Todas as escolhas tém perda. Quem nao estiver preparado para perder o
irrelevante, ndo estara apto para conquistar o fundamental.

Augusto Cury



RESUMO

Avaliacdo das alterag8es teciduais induzidas pelo &cido hialurénico na papila
interdentaria de ratos. Campo Grande; 2019. [Tese — Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul].

O acido hialurénico (AH) estd em envidéncia na odontologia para o
tratamento de inflamacoes, estética facial, lesdes na boca e preenchimento de papila
interdentaria (PI). O objetivo deste estudo foi avaliar se a aplicacdo de AH na PI de
ratos promove exacerbacao do infiltrado leucocitario e hemorragia. Foram utilizados
51 animais divididos aleatoriamente em grupo experimental (GE) e grupo controle
(GC), todos os animais receberam a primeira aplicacdo das substancias (AH e
solucgéo salina - SS). Os GE1 (n=7), GE2 (n=9) e GE3 (n=9) e GC1 (n=7), GC2 (n=9)
e GC3 (n=9) foram eutanasiados nos tempos experimentais de 12 horas, 72 horas e
7 dias, respectivamente. Os GE4 (n=9), GE5 (n=8) e GE6 (n=9) GC4 (n=9), GC5
(n=8) e GC6 (n=9) receberam nova aplicacdo apds 7 dias da primeira intervencao e
foram eutanasiados nos tempos de 12 horas, 72 horas e 7 dias respectivamente. A
avaliacdo das laminas foi realizada por dois examinadores previamente calibrados e
cegados. Na comparacao entre os GE1 com GEG6, a intensidade do infiltrado
leucocitario regrediu (p<0,005). O G1E apresentou maior intensidade de infiltrado
inflamatério do que e G1C (12h) (p<0,005). No GE houve presenca de hemorragia
leve e moderada quando comparado ao GC (p<0,005). Quando se compara GC com
GE nos mesmos tempos experimentais, houve diferenca estatistica entre os grupos:
G1C e G1E (p = 0,0217), G2C e G2E (p<0,005) e G3C e G3E (p<0,005). Entre os
G4C e G4E, G5C e G5E e G6C e G6E nado houve diferenca estatistica (p > 0,05).
Concluiu-se gue a aplicacdo de AH na PI de ratos promove aumento da intensidade
do infiltrado leucocitario, com predominio de polimorfonucleares, ap6s 12 horas de
sua aplicacdo regredindo progressivamente até o 14° dia. A hemorragia causada
pela aplicagdo de AH apresentou-se histol6gicamente mais leve e moderada quando
comparada a solucao salina, além disso, houve maior presenca de hemorragia nos
grupos que receberam apenas uma aplicacao de AH.

Palavras-chave: Acido hialurdnico. Papila dentéaria. Histologia.



Abstract
Evaluation of hyaluronic acid-induced tissue alterations in rat interdental

papilla. Campo Grande; 2019. [Thesis - Federal University of Mato Grosso do Sul].

Hyaluronic acid (HA) is well underway in dentistry for the treatment of inflammation,
facial aesthetics, mouth injuries and interdental papilla (IP) filling. The aim of this
study was to evaluate whether HA application in rat IP promotes leukocyte infiltrate
exacerbation and hemorrhage. Fifty-one animals were randomly divided into
experimental group (EG) and control group (CG), all animals received the first
application of the substances (HA and saline solution - SS). GE1 (n =7), GE2 (n = 9)
and GE3 (n =9) and GC1 (n =7), GC2 (n = 9) and GC3 (n = 9) were euthanized at
12-hour experimental times. , 72 hours and 7 days, respectively. GE4 (n = 9), GE5 (n
= 8) and GE6 (n = 9) GC4 (n = 9), GC5 (n = 8) and GC6 (n = 9) received new
application 7 days after the first intervention. and were euthanized at 12 hours, 72
hours and 7 days respectively. Slide evaluation was performed by two previously
calibrated and blinded examiners. In the comparison between GE1 and GE6, the
intensity of leukocyte infiltrate decreased (p <0.005). G1E presented higher intensity
of inflammatory infiltrate than G1C (12h) (p <0.005). In EG there was presence of
mild and moderate hemorrhage when compared to CG (p <0.005). When comparing
GC with GE at the same experimental times, there was a statistical difference
between the groups G1C and G1E (p = 0.0217), G2C and G2E (p <0.005) and G3C
and G3E (p <0.005). Between G4C and G4E, G5C and G5E and G6C and G6E there
was no statistical difference (p> 0.05). It was concluded that the application of HA in
rats IP increases the intensity of the leukocyte infiltrate, with predominance of
polymorphonuclear cells, after 12 hours of its application progressively regressing
until the 14th day. Haemorrhage caused by HA application was histologically lighter
and more moderate when compared to saline solution, and there was a greater
presence of hemorrhage in the groups that received only one HA application.

Keywords: Hyaluronic acid. Dental papilla. Histology.
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1 INTRODUCAO

O écido hialurénico (AH) foi descoberto por Meyer e Palmer, em 1934. Ele é
encontrado em altas concentracdes na matriz extracelular de varios tecidos
conjuntivos (MEYER e PALMER, 1934). Possui propriedades higroscépicas,
reologicas e viscoelasticas uUnicas. O AH também pode afetar o comportamento
celular ao afetar o macro e microambiente ao redor das células. Ele esta diretamente
ou indiretamente relacionado a muitas fungbes celulares como proliferacéo,
reconhecimento e locomocdo, 0 que contribui para suas propriedades de
cicatrizacéo tecidual ( SUKUMAR e DRIZHAL, 2007).

O AH guando utilizado como material de preenchimento, pode-se observar que
seus efeitos colaterais e contra-indicagbes sdo pouco comuns, quando raramente
ocorrem, manifestam-se por meio de reag¢des inflamatdrias, pequenos hematomas
e/ou equimoses, abscessos nos sitios de aplicacdo, necrose tecidual (por injecao
intravascular ou compressdo da rede vascular adjacente), edema persistente e
granulomas (SALLES et al., 2011).

Esse acido esta em envidéncia na odontologia para o tratamento de inflamacdes,
lesbes na boca, estética, tratamento periodontal e preenchimento de papila
interdental (PI) (BAISSE et al., 2004; BALLINI et al., 2009; BECKER et al., 2010;
BERTL et al., 2017).

A auséncia da PI torna as ameias gengivais abertas, podendo desencadear
problemas fonéticos, impactacao lateral de restos alimentares e desconforto estético
(BLATZ et al., 1999; de CASTRO PINTO et al., 2010). A reconstrucédo cirdrgica da PI
€ um procedimento estético complexo e com previsibilidade de sucesso baixa.
(SHARMA e PARK, 2010; URZAL et al., 2010). A aplicacdo de AH é uma
modalidade de tratamento que se tem mostrado segura e minimamente invasiva
para recessoes pequenas - classe | de Tarnow (BECKER et al., 2010).

A literatura pesquisada mostrou o0 quanto é promissor o uso dessa técnica
(PETERSEN e HOHL, 2011; GOTTFERT e STRIEGEL, 2011; MANSOURI et al.,
2013; AWARTANI e TATAKIS, 2016; DALL'MAGRO et al., 2016; LEE et al., 2016),
contudo, o suprimento sanguineo nessa area € limitado e ja ha relatos de reagfes

adversas apoés a inje¢do do acido na mucosa bucal como, inchaco e sensibilidade
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extrema com sensacdo de queimacdo no l4bio ao lado da area de injecdo e
descoloracao da pele (BERTL et al., 2016; BERTL et al., 2017).

Desta forma, um conhecimento mais abrangente sobre possiveis alteracdes
teciduais causadas por esse material e um protocolo clinico de aplicacédo, tornam-se
cruciais e experimentos em modelos animais tendem a ser mais confiaveis, devido a
possibilidade de padronizar variaveis importantes como, operador, aplicacdo de
técnicas e analise de materias (MOURE et al., 2012; BORGHETTI et al., 2012; HUH
et al.2015 ,PI et al., 2017). Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar se a aplicacéao
de AH na PI de ratos promove exacerbac¢do do infiltrado leucocitario e hemorragia.

As hipbéteses nulas a serem consideradas por este estudo sdao:
(i) a aplicacdo do AH na PI néo gera infiltrado leucocitario significativo; (ii) ndo existe
diferenca no infiltrado leucocitario gerado na Pl apés uma ou duas aplicacdes de AH,;
(i) a aplicacdo do AH na Pl ndo gera hemorragia significativa; (iiii) ndo existe
diferenca na hemorragia gerada na Pl apés uma ou duas aplicacdes de AH.



2. Revisao de Literatura

Esta revisdo de literatura destaca os pontos fundamentais para embasar a
aplicabilidade do AH em PIl. Optou-se por apresentar a literatura em créditos
(subitens) ordenados assim por tema. Inicialmente foram selecionados 103 artigos
para composi¢cdo deste trabalho. Apdés a leitura de todos os resumos foram
excluidos 61, portanto, esta revisdo integra 42 artigos compreendidos entre 0s anos
de 1934 a 2019.

Como fonte para pesquisa foram utilizadas as bases de dados Medline,
Pubmed, BBO, Lilacs e Scielo. Os seguintes descritores foram aplicados para o
levantamento dos artigos: acido hialurénico (hyaluronic acid), papila interdentaria
(interdental papilla), gengiva (gingive) histologia (histologic), preenchedores

dérmicos (dermal fillers), ratos (rats), inflamacao (inflammation).

2.1Acido hialurénico

Em 1934, Karl Meyer e John Palmer isolaram uma substancia quimica, até
entdo desconhecida do corpo vitreo dos olhos de vacas. Eles descobriram que a
substancia continha duas moléculas de acucar das quais uma era 0 acido urbnico.
Por conveniéncia, propuseram o nome &cido hialurénico. O nome popular é derivado
de "hyalos", que € a palavra grega para o vidro + &cido urdnico. Na época, eles nao
sabiam que a substancia que haviam descoberto tornaria-se uma das
macromoléculas naturais mais interessantes e Uteis.

O AH foi usado comercialmente pela primeira vez em 1942, quando Endre
Balazs pediu uma patente para usa-lo como um substituto para a clara de ovo em
produtos de padaria. A primeira aplicacdo médica de hialuronano para humanos foi
para a substituicdo vitrea em cirurgias oculares no final da década de 1950. O AH
que usa-se habitualmente foi inicialmente isolado a partir do corddo umbilical

humano e pouco depois a partir de cristas de galo em uma forma altamente
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purificada e de elevado peso molecular. Ele é um amino-agicar onde o0s
dissacaridos sé@o acido d-glucuronico e d-N-acetilglucosamina e séo ligados entre si
através de ligacbes beta-1,4 e beta-1,3 glicosidicas alternadas. O AH de férmula
geral (C14H22NO11) € um hidrato de carbono, mais especificamente um
mucopolissacérido, que ocorre naturalmente em todos 0s organismos Vivos.
Apresenta-se em uma poli unido linear, com uma estrutura de dissacarido de
repeticdo energeticamente muito estavel [(1 — 3) -B-dGIcNAc- (1 — 4) -p-d-GIcA-]
(NECAS et al., 2008).

Sukumar e Drizhal (2007) destacaram que as funcgdes fisioldgicas e bioldgicas
do AH s&@o muito importantes. Ele é encontrado em altas concentragbes em varios
tecidos conjuntivos, incluindo pele, corddo umbilical, liquido sinovial e humor vitreo.
Quantidades significativas de AH também sdo encontradas nos tecidos de pulmao,
rim, cérebro e musculo. Por causa de suas propriedades higroscépicas, reoldgicas e
viscoelasticas Unicas, ele também pode afetar o comportamento celular ao afetar o
macro e microambiente ao redor das células. AH esta diretamente ou indiretamente
relacionado a muitas funcdes celulares como proliferacéo celular, reconhecimento e
locomocgéo, o que contribuiu para suas propriedades de cicatrizacéo tecidual.

O AH é particularmente denso nas camadas superficiais da mucosa bucal
onde contribui para o efeito de barreira epitelial a0 mesmo tempo em que aumenta a
estabilidade e a elasticidade do tecido conjuntivo periférico. Quando desagregadado
seletivamente por hialuronidase (uma enzima que é produzida por placa bacteriana),
a matriz extracelular do tecido conjuntivo torna-se desorganizada levando a uma
maior permeabilidade epitelial. Ndo tem efeitos tdxicos e ndo ha contra-indicagbes
para o seu uso. A sua atividade contra a inflamacéo e infeccdo, juntamente com a
sua capacidade para promover a cicatrizacdo de feridas, faz com que o uso esteja
em envidencia na odontologia para o tratamento da inflamagdes, lesdes na boca,
preenchimento de papila, tratamentos estéticos. (BAISSE et al.,2004; BALLINI et al,
2009).

Salles et al. (2011) afirmaram que suas potenciais complicagbes sao raras,
autolimitadas e incluem reacdes inflamatorias, pequenos hematomas e/ou
equimoses, abscessos nos sitios de aplicacdo, necrose tecidual (por injecéao
intravascular ou compressdo da rede vascular adjacente), edema persistente e

granulomas.
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2.2Papilainterdentéria

A Pl ¢é classificada como tecido gengival ndo queratinizado ou
paraqueratinizado, recoberto por epitélio escamoso estratificado. Na regido anterior
possui formato piramidal, que ocupa o0 espaco localizado entre dois dentes
adjacentes, coronalmente a crista 6éssea alveolar e imediatamente abaixo do ponto
de contato. Na regido posterior a papila € ampla e possui uma area céncava néo
queratinizada, denominada area do col que une a papila vestibular a lingual
(TARNOW et al., 1992). Adere-se ao dente coronalmente através do epitélio
juncional e pela insercéo das fibras do tecido conjuntivo gengival. Sua por¢cdo mais
coronal é revestida pelo epitélio sulcular sendo sua funcdo proteger as estruturas
subjacentes (CARDAROPOLI et al., 2004; ZETU e WANG, 2005).

A auséncia desta estrutura torna as ameias gengivais abertas, podendo
desencadear problemas fonéticos, impactacdo lateral de restos alimentares e
desconforto estético. (BLATZ et al., 1999; de CASTRO PINTO et al., 2010).

A etiologia da recessdo da Pl é multifatorial, podendo ou nédo estar associada
as doencas periodontais ou ao tratamento das mesmas. Estes fatores determinam a
alteracdo da distancia entre o ponto de contato interdental e a crista 6éssea alveolar
(CHEN et al., 2010; CHOW et al., 2010).

Nordland e Tarnow, em 1992, propuseram uma homenclatura para
classificarmos os defeitos papilares; Classe |: quando a extremidade da papila se
localiza entre o ponto de contato e o nivel da juncdo cemento-esmalte (JCE)
proximal; Classe II: quando a papila se encontra apicalmente ou em nivel de JCE
proximal, porém, coronalmente ao nivel da JCE vestibular; e Classe Ill: quando se
localiza apicalmente ao nivel de JCE vestibular (TARNOW et al., 1992).

A reconstrucdo ciruargica da Pl é um dos procedimentos estéticos mais dificeis
da periodontia devido a sua previsibilidade. Inidmeras técnicas cirdrgicas ja foram
propostas para a reconstrugdo da papila. As abordagens vao desde curetagens
sucessivas, enxerto de tecido conjuntivo a reposicionamento coronal da papila
residual, porém, o suprimento sanguineo da area € limitado diminuindo assim as
chances de sucesso de ganho papilar (SHARMA e PARK, 2010). Alguns aspectos

devem ser observados quando ha o intuito de realizar a criacdo ou restabelecimento



19

da PI: divergéncia radicular, formato do dente, presenca de diastema, anatomia
gengival e posicionamento dos implantes (URZAL, 2010).

Novas modalidades de tratamento estdo sendo propostas. A cultura de
células associada a fatores de crescimento promovem a multiplicacdo e o
crescimento celular para neoformacao de colageno e tecido gengival. Estas técnicas
estdo sendo empregadas em varias especialidades da medicina para neoformacgéo
de ¢6rgdos e tecidos. Células mesenquimais indiferenciadas sob determinados
estimulos podem se diferenciar em fibroblastos, cementoblastos e osteoblastos e
induzir a formacédo de colageno, estrutura essencial para neoformacdo de tecido
gengival. (YAMADA et al.; 2006; MCGUIRE e SCHEYER, 2007). Becker et al. (2010)
ainda destacam outra opcdo inovadora e promissora que € o uso do AH em
recessdes pequenas, que ja esta sendo empregada na industria cosmética de

maneira segura, eficaz e de forma minimamente invasiva.

2.3Preenchimento da papila interdentaria com &cido hialurénico

O uso do AH para o preenchimento de “Black space” formado pela falta de
papila no espaco interdental teve seu primeiro registro na literatura em 2010 com
artigo de Becker et al. que em um projeto piloto propds eliminar pequenas
deficiéncias papilares. Foram incluidos 11 pacientes, sete do sexo feminino e quatro
do sexo masculino, com idade média de 55,8 anos (variando de 25 a 75 anos) com
14 sitios de aplicacdo. Apos a administracdo de um anestésico local, utilizou-se uma
agulha de calibre 23 para injectar menos de 0,2 ml de o gel de AH de 2-3 mm apical
a ponta coronaria das papilas envolvidas. Os pacientes foram vistos a cada trés
semanas e o tratamento foi repetido até trés vezes. Os pacientes foram seguidos e
fotografados de 6 a 25 meses apoés a aplicacao inicial. Trés locais de implante e um
local adjacente a um dente apresentaram melhora de 100%. Sete locais melhoraram
de 94 para 97%, trés sitios melhoraram de 76 para 88% e um local adjacente a um
implante teve melhora de 57%. Os resultados desse estudo foram encorajadores
para que outros pesquisadores encontrassem evidéncias e que também possam

propor novos protocolos e meios de avaliagao do preenchimento papilar.
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Petersen e Hohl (2011) criaram o método ASP visando resultados
minimamente invasivos e cosmeticamente bonitos. Eles trataram sete pacientes com
uma preparacédo comercialmente disponivel de AH. As injecfes foram realizadas em
trés dias de tratamento, a uma distancia de pelo menos uma semana. O AH foi
injetado cerca de 2-3 mm a partir de cada ponto mais alto da papila. Neste caso,
utilizou-se uma agulha de calibre 20 standard. A pressao de aplicacdo foi até o
tecido gengival mostrar-se significativamente anémico. Foram aplicados por papila,
em média, de 0,2 a 0,3 ml. A metodologia desenvolvida ASP inclui ainda instrucdes
precisas sobre o angulo de injecdo e orientacdo da canula. O periodo total de
observacdo dos pacientes do estudo foi entre seis e oito meses. Em nenhum dos
casos, a aplicacdo o AH foi repetido além do referido periodo e eles consideraram

eficaz essa técnica para pequenos defeitos.

Em outro estudo Gottfert e Striegel (2011), propuzeram a técnica de trés
passos" que pode ser aplicada em praticamente todas as indicagbes de AH. O
objetivo desta técnica é o de proporcionar um "ampla base" para dar o corpo a
oportunidade de possuir regeneracado. Isto assegura uma meia-vida mais longa no
tecido gengival. Para injeccdo a agulha deve ter bisel curto e um calibre de no
maximo 27. Também é contra-indicada pressédo demasiada, pois o epitélio de juncéo
nao-queratinizado da gengiva do sulco pode néo suportar. Segue 0s passos: 1: A
injecdo de AH com a quantidade selecionada individualmente. 2: injeccdo na
gengiva inserida.3: injecdo a dois milimetros abaixo do ponto mais alto da papila,

seguindo um angulo de cerca de 45 °.

Mansouri et al. (2013) em um estudo experimental realizado em 11 pacientes
com 21 deficiéncias de PI. Apés a inducdo da anestesia local, injetou-se menos de
0,2 ml de gel de AH a 2-3mm do apice da PI, este procedimento foi repetido apds
trés semanas e trés meses. As fotografias obtidas antes do tratamento e trés
semanas, trés meses e seis meses apos a intervencdo foram avaliadas pelo
software Image J baseado em pixels de imagem. Os dados foram extraidos e as
alteragcbes no espaco interdental nos pontos de tempo mencionados foram
analisadas estatisticamente utilizando ANOVA de Medidas Repetidas. A aplicacao
do AH para reconstrucdo da PI foi bem sucedida apdés um periodo de seis meses.

Na segunda avaliacdo, 10% dos individuos apresentaram melhora na reconstrucédo
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interdental da papila em 50%. No terceiro acompanhamento, 43% das amostras
apresentaram melhora de 50% ou superior.

Bertl et al. (2015), realizaram uma revisdo sistematica com objetivo de
avaliar o efeito da aplicacdo de AH como monoterapia ou como coadjuvante a
terapia periodontal ndo cirargica e / ou cirdrgica. Os estudos foram altamente
heterogéneos, com relacdo ao uso do produto e modo de aplicacdo. A maioria dos
estudos clinicos descreveram efeitos benéficos em relacdo a sangramento a
sondagem, profundidade da sondagem e nenhum efeito adverso foi reportado. Com
isso concluiram que devido a heterogeneidade dos estudos ndo ha como fornecer
recomendacdes sobre o modo de aplicacdo e eficacia do efeito do AH como

coadjuvante ao tratamento periodontal n&o cirdrgico e cirdrgico.

Bertl et al. (2016) relataram dois casos clinicos de reagdo adversa apos
injecdo de AH na mucosa em torno de coroas implanto-suportadas, com o objetivo
de aumentar a Pl ausente. A injecdo de AH foi realizada bilateralmente usando uma
técnica de trés passos: criacdo de um reservatorio na mucosa diretamente acima da
juncdo mucogingival, injecdo na gengiva / mucosa anexa abaixo da papila ausente,
e injecdo 2 -3 mm apicalmente a ponta da papila. A sesséo foi repetida uma vez
apos aproximadamente 4 semanas. Ambos 0s pacientes apresentaram tumefacao e
sensibilidade extrema com sensacdao de queimacdo no labio proximo a area de
injecdo, apdés a segunda sessdo de injecdo. Em um dos casos, também foi
observada uma descoloracdo da pele (livedo reticularis). Os sintomas duraram até 7
dias e, em ambos 0s casos, 0s sintomas desapareceram sem sinais de necrose
cutdnea ou mucosa ou qualquer dano permanente. Provavelmente, a atracdo de
agua ao longo do tempo pelo AH altamente higroscopico, exerceu progressivamente
uma compressdo vascular externa gerando oclusdo parcial de vasos sanguineos
vizinhos. Uma infecgcdo ou uma reacdo alérgica parece improvavel, uma vez que
todos os sintomas desapareceram gradualmente dentro de uma semana
independentemente do uso de antimicrobianos, enquanto uma reacdo alérgica
provavelmente néo teria sido restrita a um lado. Com base nos efeitos adversos
observados, a técnica de injegdo em 3 etapas deve ser reconsiderada.
Provavelmente, a injecdo de AH na mucosa alveolar acima da margem mucogingival
deve ser evitada. Alternativamente, a quantidade de AH injetada deve ser reduzida
para <0,1 mL (comparativamente aos 0,18 ml sugeridos atualmente), de forma
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7

semelhante ao que é geralmente recomendado por local de injeccdo em
dermatologia.

Awartani et al. (2016) pesquisaram através de um ensaio clinico prospectivo
nove adultos, com pelo menos um local anterior com perda de PI de classe | ou Il.
Apbés a anestesia local, aproximadamente 0,2 ml de gel de AH foi injetado
diretamente na base da papila. A injecgdo foi repetida 21 dias mais tarde. Os
pacientes foram vistos mensalmente para acompanhamento. A area de papila
perdida foi calculada a partir de fotografias clinicas digitais tomadas no inicio e no
final de quatro e seis meses pds-operatorios. Diferencas na area de papila perdida
entre os pontos de tempo basal e pds-operatoério foram analisados. Além disso, os
pacientes responderam a um questionario. Dos 17 locais, quatro sitios maxilares
foram classificados como classe Il e 13 locais foram classificados como classe I. As
injeces de AH foram sem intercorréncias. Foram observados / notificados efeitos
temporarios localizados, tais como inchaco e sensibilidade limitada no local da
injeccdo, e tipicamente duraram nos primeiros 2-3 dias pés-operatorios. Dois
pacientes manifestaram insatisfacio com o procedimento em termos de dor /
desconforto durante a primeira semana pos-operatéria, enquanto (5/9) pacientes
classificaram o desconforto no pds-operatério como a pior parte da experiéncia
geral. Cerca de dois meses dos procedimentos (5/9) pacientes classificaram a 12
injecd como pior, enquanto os demais pacientes (4/9) classificaram todas as
injecbes da mesma forma. Embora a satisfacdo do paciente com o seu sorriso e a
quantidade de espaco entre os dentes melhorarem pés-tratamento, apenas 66% dos

pacientes optaram por submeter-se ao procedimento novamente.

Dal’Magro et al. (2016) em um relato de caso apresentaram um paciente
branco, 53 anos, género masculino, apresentando durante exame clinico perda de
Pl na arcada superior anterior, abrangendo os elementos dentarios 13, 12, 11, 21,
22 e 23. Logo apos exame clinico e fotografias, foram realizadas aplicacdes de 0,1
ml de AH para preenchimento do black space. O AH demonstrou eficacia e

biocompatibilidade com os tecidos, obtendo resultados satisfatérios.

Lee et al. (2016) aplicaram 0,01cc de AH a 2-3mm do apice da Pl em 10
pacientes, totalizando 43 areas de perda de papila um total de 29 e 14 sitios

mostraram de 39-96% de melhora. Cada local mostrou uma média de 92,55% de
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preenchimento papilar com o nimero médio de aplicacdes de gel de AH foi de 3,42
vezes. Eles concluiram que h& associacdo entre a reconstrucéo da Pl usando gel de

AH e o numero de aplicacdes realizadas.

Bertl et al., em 2017, em um ensaio clinico selecionaram vinte e dois
pacientes com papila deficientes na maxila anterior ao lado de uma coroa suportada
por implante. Foi injetado 0,12 ml de AH no grupo teste e solugéao salina no grupo
controle por trés vezes. Apos 3 e 6 meses de avaliacbes ndo foram observados
aumento de volume clinico das papilas, somente uma diferenca no desconforto apos

a injecao que durou mais tempo no grupo de teste.

Pilloni et al.(2019) em um estudo clinico, em 30 pacientes com recessao
gengival foi realizado uma cirurgia a retalho para recobrimento radicular e na
metade da amostra foi aplicado AH. Apdés 18 meses, a reducdo da recessao e

cobertura média da raiz foi estatisticamente significa no grupo que recebeu AH.

Singh et al. (2019) usaram trés diferentes concentragdes - 1%, 2% e 5% de
AH para avaliar a eficacia no aumento da PI. Foi injetado até 0,2ml de AH a 2 mm do
apice Pl em intervalos semanais por 3 semanas. Os resultados do estudo sugeriram
que o uso de 5% de AH é efetivo para o tratamento das deficiéncias na Pl ao final de
1, 3 e 6 meses de avaliacéo.

2.4 Uso de acido hialurénico em modelos de estudo com animais

Borguetti et al. (2012) avaliaram os efeitos precoces e tardios, locais ou
sistémicos, da injecao de 0,07 mL de HA em duas diferentes concentracées 5,5 mg /
mL e 25 mg / mL no ventre da lingua de ratos. Essas duas concentracdes extremas
foram escolhidas para comparar as respostas dos tecidos, devido ao fato de haver
alta aplicabilidade na regido facial de interesse do cirurgido-dentista e estar sujeita a
efeitos adversos. Os materiais foram injetados no inicio do experimento e o
monitoramento ocorreu nos respectivos periodos de estudo de 7, 60 e 90 dias. As
alteracoes clinicas nao diferiram significativamente entre 0s
grupos. Histologicamente, houve uma resposta inflamatéria moderada nos grupos
com AH apés 7 dias e leve a 60 e 90 dias. Todas as amostras de rim eram

normais. O grupo de 25 mg/ mL de AH apresentou maior formacao de colageno.
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Huh et al. (2015) realizaram em ratos a injecdo subcutanea craniana e
submucoso na regido de incisivos centrais inferiores de solugéo salina, HA, dextrano
reticulado em hidroxipropilmetilcelulose (DiHM) e dextrano reticulado misturado com
PMMA em hidroxipropilmetilcelulose (PDiHM). A injecdo subcutanea craniana (0,1
mL) foi realizada com seringa de 1 mL e agulha de 25 gramas. O local da injecao foi
0 ponto médio da linha interpapilar. A injecdo submucosa intra-oral (0,02 mL) foi
realizada usando uma seringa de 0,3 mL e uma agulha de 25 G. O local da injecao
foi a 2 mm abaixo da linha cervical do incisivo inferior esquerdo. Na analise
fotogréfica de ambas as regifes o grupo AH apresentou uma diminuicdo constante,
mas DiHM e PDiHM tenderam a aumentar nas primeiras 4 semanas e mais tarde
diminuiram até 12 semanas. Na analise histomorfoléogica 0s grupos nao
apresentaram anormalidades histolégicas. No grupo AH, macrofagos e células
gigantes foram raramente detectados. O AH induziu uma banda estreita de formagé&o
de colagénio, mas inferior a de DiIHM e PDIiHM. Os macréfagos raramente se
infiltravam no tecido conjuntivo fibroso que circundava o AH com neovascularizacao
minima. DIHM e PDIHM mostraram microesferas de dextrano cercadas por
macrofagos e infiltracdo proeminente de fibroblastos, acompanhada de formagéo de
colageno, por isso, eles podem ser excelente método cirlrgico alternativo para o
aumento de tecidos moles em campos orais e craniofaciais comparado com o AH.

Pi et al. (2017) desenvolveram um modelo de estudo em animais, por ser
mais confiavel, foi promovido um defeito na Pl dos animais através da fixacao de
uma mola de compresséo, colado nos incisivos centrais inferiores, com objetivo de
validar uma técnica de injecdo minimamente invasiva usando AH para aumentar a
Pl. Foram utilizadas 20 fémeas, onde 10 receberam 20 ui de AH e solucdo salina
(SL) respectivamente. ApOs 7 dias da abertura do espaco, uma analise morfologica
foi realizada usando fotografias seriadas padronizadas, tomografia computadorizada
e cortes histolégicos. A margem da Pl entre os incisivos inferiores tornou-se
gradativamente irregular e plana, indicando uma condicdo semelhante ao aspecto
clinico em humanos. A injecdo local de preenchimento de AH induziu um efeito de
aumento da Pl em comparacédo com a injecdo de solucdo salina. Nao houve reacgao
inflamatoria em ambos os grupos. A Pl tornou-se convexa e 0s granulos internos

contendo AH foram detectados dentro da camada submucosa apdés sua injecao.



3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Avaliar se a aplicacdo de acido hialurénico na papila interdentaria de ratos

promove exacerbacao do infiltrado leucocitario e hemorragia.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar se ha diferenca na intensidade do infiltrado leucocitario e
hemorragia apds uma ou duas aplica¢des de acido hialurénico;

e Analisar se os efeitos da aplicacdo do &cido hialurénico sdo semelhantes
histologicamente nos diferentes tempos operatorios (12 horas, 72 horas e
7 dias).



4 MATERIAIS E METODO

Este estudo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul sob o protocolo n.
887/2017 (Anexo A) e os procedimentos foram realizados de acordo com o

Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.1 Animais

Foram solicitados 54 ratos (Rattus norvegicus albinus wistar) adultos jovens,
machos, com peso de aproximadamente 250 g, de procedéncia do biotério da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Campo Grande — MS). DesSes
animais, trés vieram a 6bito. Os animais foram mantidos em gaiolas unitarias de 25
cm?®, possibilitando espaco suficiente para sua movimentacdo e descanso, sob
temperatura ambiente, iluminacdo e higiene controlada; alimentados com racao
balanceada (Nuvilab CR — 1® — Colombo — PR) e &gua & vontade durante todo o
experimento. Os animais permaneceram isolados, para certificar que ficassem
estaveis e saudaveis, mantendo contato apenas com as pessoas envolvidas no

trabalho.

4.2 Anestesia

Previamente aos procedimentos, os animais foram pesados e as quantidades
de anestésicos individualizadas. A anestesia foi composta pela associacdo de
cloridrato de cetamina (75 mg/kg) (CETAMIN® — Hortolandia — SP) e cloridrato de
xilazina (10 mg/kg) (DOPASER® — Hortolandia — SP) (Figura 1A) e a aplicacéo por

via intraperitoneal (Figura 1B).
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Figura1: A — Cloridrato de cetamina (CETAMIN®) e cloridrato de xilazina (DOPASER®);

B — Anestesia intraperitoneal.
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Foram aplicadas duas substancias em cada rato:

e Acido Hialurénico 24 mg/mL, lidocaina 0,3% (JUVEDERM® ULTRA -

Pringy — Franca); Grupo experimental — GE. A aplicagcdo de 0,02 mL de
AH na papila interdental dos incisivos centrais superiores e inferiores dos
ratos (Figura 2A);

Solucéo salina (SS) (Cloreto de sédio 0,9% — EQUIPLEX® — S&o Paulo —
SP); Grupo controle — GC. A aplicacdo de 0,02 mL de SS na papila
interdental dos incisivos centrais superiores e inferiores dos ratos (Figura
2B).

Figura 2: A — Acido Hialurénico (JUVEDERM® ULTRA); B — Solucéo salina (EQUIPLEX®).
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Estas substancias eram inseridas em uma seringa de 0,5 mL 15/64” com
agulha acoplada de 31G (6x0,25 mm) (UNIQMED® - S&o Paulo - SP) (Figura 3).

Figura 3: Seringa para insulina com agulha acoplada (UNIQMED®).

*‘-‘ftﬁdlﬁ:{f,{&hﬁ -
e | e

w

Fonte: arquivo pessoal, 2019.

A insercdo da agulha foi paralela ao longo eixo do dente no sentido coroa-
apice e depositado um volume de 0,02 mL dos materiais a 2-3 mm do apice da
papila em todos animais. A aplicacdo foi conduzida de forma controlada e realizada

por um unico operador experiente (Figura 4).

Figura 4: A — Papila interdentaria superior; B — Papila interdentéaria inferior.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Para o controle da dor injetou-se, via muscular, o analgésico butorfanol
(Torbugesic® — Campinas — SP), principio ativo: tartarato de butorfanol, com o

volume de 0,1 mL/300 g, apds se concluir as aplicacdes em cada grupo.

4.3 Formacao dos grupos

Utilizou-se 51 ratos no modelo experimental boca dividida (Split mouth)
(SUSIN e ROSING, 2004), ou seja, 0 mesmo animal € o GE e GC, distribuidos
aleatoriamente através da randomizacao dos grupos e todos 0s animais receberam
aplicacao das substancias.

Os espécimes dos grupos GE1, GE2, GE3 e GC1, GC2, GC3, foram
eutanasiados nos tempos experimentais pré-definidos: 12 horas, 72 horas e 7 dias,
respectivamente (Quadro 1).

Os espécimes dos grupos GE4, GE5, GE6 e GC4, GC5, GC6, receberam
uma nova aplicagdo apods 7 dias da primeira intervencdo e foram eutanasiados nos
tempos experimentais pré-definidos: 12 horas, 72 horas e 7 dias respectivamente
(Quadro 1).

Quadro 1: Grupos experimentais e quantidade aplicada e numero de aplicacdes e

tempos de eutanasia.

— - . .
Grupos | D'Visao d(‘r’j grupos Su“nigﬁfﬁieagmgz‘;g < | Tempo de eutanasia
GE1 (7) 12h
GE2(9) AH (1) 72h
Grupo GE3 (9) 7d
Experimental GE4 (9) 7d e 12h
GE5 (8) AH(2) 7d e 72h
GE®6 (9) 14d
GC1(7) 12h
GC2(9) SS (1) 72h
Grupo GC3(9) 7d
Controle GC4(9) 7d e 12h
GC5(8) SS (2) 7d e 72h
GC6(9) 14d

i Modelo experimental Split mouth; “. Cada aplicacao foi de 0,02mL;
(1) Unica aplicacdo de AH; (2) Duas aplica¢des de AH.
Fonte: elaborado pelo autor, 2019.
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A eutanasia foi realizada nos tempos pré-determinados por superdose
anestésica (Cetamina + xilazina) na quantidade de cinco vezes da dose inicial.

As maxilas e mandibulas foram separadas do restante do cranio com auxilio
de uma lamina de bisturi 15¢ (Solidor®~ Diadema — SP) e fixadas com formaldeido

10% tamponado em pH neutro (Bio-Aplica®— S&o Paulo - SP) por um periodo de 48

horas.

4.4 Procedimentos laboratoriais

Passados o periodo de 48 horas as pecas foram lavadas em PBS (solucao
tamp&o) (Dinamica® — Indaiatuba — SP), desidratadas com a série de alcoois 70%,
80%, 95% e 100% (Santa Cruz® — Guarulhos — SP), diafanizadas em xilol (Xileno® —
Sao Paulo — SP) e desmineralizadas com o &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) com concentracdo de 0,1 molar e pH 11 (Asfer® — Sédo Caetano do Sul —
SP). O processo de desmineralizacdo se finalizou quando as pecas apresentarem

consisténcia borrachodide (cartilagem) e incluidas em parafina (Isokad® — Sao Paulo

— SP) a 60°C (Figura 5).

A — Espécime desmineralizado e individualizado; B — Espécime preparado para inclusao
na parafina.

Figura 5:
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Na microtomia os espécimes foram cortados seriados em 5 um de espessura

no sentido longitudinal. Os cortes foram corados com hematoxilina — eosina (HE),
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segundo as orientagbes de Lilie (1954) para realizar a avaliacdo histomorfolégica
(Figura 6).

Figura 6: Lamina corada pelo método HE, evidenciando o sentido longitudinal do corte.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.

4.5 Analise histomorfoldgica

Os fragmentos em que o0 material exdgeno estava presente foram
considerados viaveis para analise histomorfolégica. As laminas pertencentes ao
grupo controle foram consideradas viaveis quando se apresentavam sem artefatos.

A andlise foi realizada por dois examinadores previamente calibrados e
cegados. O teste Kappa (Kw) para calibragdo intra-examinadores e
interexaminadores foi realizado com a pré analise de 10 laminas, aleatoriamente
selecionadas, em um intervalo de tempo de 7 e 14 dias da primeira leitura. Os
resultados obtidos foram de Correlacdo Intra-classe interexaminadores ICC = 0,80 e
intra-examinadores ICC=0,88, o0 que conferiu resultados satisfatérios de
concordancia para a posterior andlises das laminas experimentais e de controle.

As laminas foram analisadas com o uso de microscopio de luz (Olympus
BX41 - Japao), nos aumentos de 100x e 400x. A &rea avaliada foi a por¢do da PI
compreendida entre o tecido conjuntivo adjacente ao epitélio gengival (porcao
incisal), até a altura de uma linha imaginaria perpendicular ao longo eixo dos
incisivos centrais e tangencial ao ponto mais convexo do epitélio amelogénico

(porgéao cervical) (Figura 7).
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Figura7: Area de tecido conjuntivo da papila interdental considerada para analise histoldgica,

porcéo incisal da papila linha imaginaria tangencial ao ponto mais convexo do epitélio
amelogénico (*) incisivo central (IC). HE 50x.

Dentro desta area preestabelecida, a subarea com maior intensidade dos
critérios a serem avaliados, era escolhida. Nos GE, o AH era observado como
material amorfo, acelular e basofilico. Foi avaliada a intensidade do infiltrado
leucocitario e de hemorragia. Para intensidade do infiltrado leucocitario foram
utilizados os escores 0- ausente 1 - leve, 2 - moderada e 3 — intensa. Para
hemorragia foram utilizados os escores 0 - ausente 1 - leve e 2 - intensa. A

atribuicdo do escores foi feita de maneira comparativa entre os cortes. (Figura 8)



Figura 8:
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Distribuicdo do infiltrado leucécitario na papila interdental, respectivamente no grupo
controle (A,C,E) e experimental(B,D,F) , leve (A e B), moderada (C e D) e intensa (E e
F), hemorragia leve (A e F) e intensa (C). HE 400x.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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4.6 Anélise estatistica

Para analise estatistica, utilizou-se o software Stata v.14 (College Station,
TX, EUA). Inicialmente, foi realizado teste de Kolmogorov-Smirnov para verificagao
da normalidade das curvas dos desfechos (hemorragia, intensidade do infiltrado
leucocitario). Os resultados mostraram que as curvas foram ndo normais, sendo
selecionados testes ndo parameétricos para as analises. Como cada espécime gerou
aproximadamente, em média, quatro laminas e cada |amina continha trés cortes.
Cada espécime gerou 12 cortes. Para cada desfecho utilizamos a medida de
tendéncia central moda (valor que mais aparece) para caracterizar o desfecho do
determinado espécime. A média e mediana, neste caso, ndo puderam ser aplicadas
pois tenderia a dar uma medida que ndo é categdrica e teria valores decimais, nao
permitindo uma aplicabilidade pratica da categoria mensurada por cada desfecho,
por isso que se optou pela moda como medida de tendéncia central.

Apos isso foram processados testes de frequéncia absoluta e relativa, com os
respectivos intervalos de confianca de 95%. Foram confeccionados gréaficos de
histograma para complementar a andlise descritiva dos desfechos analisados. Apos,
foram realizados testes estatisticos de propor¢des qui quadrado para verificacdo da
significAncia estatistica entre os grupos. O nivel de significancia adotado foi de 5%
(p<0,05).



5. RESULTADOS

Durante os tempos experimentais trés animais vieram a Obito apds os
procedimentos. Os demais mantiveram-se saudaveis. Desta forma, foram incluidos
51 animais no experimento de acordo com a seguinte distribuicdo: GC1 (n=7), GE1
(n=7), GC2 (n=9), GE2 (n=9), GC3 (n=9), GE3 (n=9), GC4 (n=9), GE4 (n=9), GC5
(n=8), GE5 (n=8), GC6 (n=9), GE6 (n=9).

5.1 Avaliacédo histomorfoldgica

As laminas foram coradas em HE e no GE, o AH mostrou-se basofilico, ja no
GC néo houve mudancas no perfil da coloracdo. Na analise das laminas, alguns
cortes apresentaram infiltrado leucocitario na PI, ap6s uma ou duas aplicacdes do
AH (Figura 9, 10 e 11) e presenca de hemorragia (Figura 12).

Figura9: A — Lamina histoldgica do GE1 (12h), evidenciando a presenca de AH no interior do
tecido conjuntivo da Pl (=) 40x; B — Maior aumento da figura A evidenciando presenca
de AH (=), presenca de células polimorfonucleares circundando o AH () 100x.

> £

N

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Figura 10: Lamina histolégica do GE1 (12h), evidenciando a presenca de AH (=) no interior do
tecido conjuntivo da Pl e células inflamatorias polimorfonucleares circundando o AH
() 400x.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Figura11l: A - Lamina histolégica do GE1 (12h) , evidenciando a presenca de AH (=) no interior
do tecido conjuntivo da Pl 100x; B — Maior aumento da figura A mostrando presenca
de AH (=) e auséncia de células inflamatdrias circundando o AH 400x.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Figura 12: Lamina histolégica do GE1 (12h) , evidenciando a presenga de AH (=) no interior do
tecido conjuntivo da Pl e presenca de hemorragia (—) ao redor do material no
ligamento periodontal 100x.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.

Observou-se em todas as laminas do GE, deposi¢céo de AH no tecido

muscular e a auséncia de infiltrado leucocitario no tecido.

Figura 13: A - Lamina histolégica do GE1 (12) , evidenciando a presenca de AH (=) na regido de
tecido muscular (—) 100x; B — Maior aumento da figura evidenciando a deposicdo de
AH (=) no tecido muscular (), com auséncia de hemorragia ou infiltrado leucocitario
400x.

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Na comparagdo entre todos os GC com GE, ocorreu maior aparecimento de
infiltrado leucocitario intenso e moderado no GE e houve prevaléncia de intensidade
leve no GC (p= 0,004). No comparativo entre os GE1 com GES6, a intensidade do
infiltrado leucocitario diminui consideravelmente, mostrando-se mais leve ao final
dos procedimentos (p = 0,0184). O infiltrado leucocitario entre os grupos GE1 e GC1
mostrou diferenca estatistica (p= 0,0026). Na demais comparacfes entre 0S grupos
com 0S mesmos tempos experimentais a reacdo inflamatéria foi considerada

semelhante. (Tabela 1) (Grafico 1).

Tabela 1- Valores da intensidade do infiltrado leucocitario, expresso em porcentagem de vezes
que o score apareceu em cada corte histoldgico.

Grupo Infiltrado
ausente % leve % moderado% intensa %
GE1 0 21,4 71,4 7,1
GC1 0 78,5 214 0
GE2 0 55,5 44 .4 0
GC2 0 61,1 33,3 5,5
GE3 5,5 88,8 55 0
GC3 5,5 88,8 5,5 0
GE4 5,5 61,1 27,7 5,5
GC4 16,6 55,5 27,7 0
GE5 0 31,2 6,2 6,2
GC5 0 66,6 33,3 0
GE6 0 61,1 38,8 0
GC6 16,6 44,4 38,8 0

Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Gréafico 1-  Porcentagem do aparecimento de cada score de intensidades do infiltrado leucocitario
nos cortes histoldgicos por grupo.
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.
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Nos padrdes referentes a hemorragia causada apos as aplicacdes, o gréfico
mostra que a maior parte dos animais do GC e GE néo apresentaram hemorragia,
contudo, no GE houve significante presenca de hemorragia leve e moderada quando
comparado ao GC (p= 0,0001) (Grafico 2). Quando se compara GC com GE nos
mesmos tempos experimentais, houve diferencga estatistica entre os grupos: G1C e
G1E (p =0,0217), G2C e G2E (p = 0,0042) e G3C e G3E (p = 0,0001). Entre os G4C
e G4E, G5C e G5E e G6C e G6E nado houve diferenca estatistica (p > 0,05)
(Tabela2).

Tabela2 - Descricdo dos valores de hemorragia, expresso em porcentagem de vezes que o
score apareceu em cada corte histolégico

Grupo Hemorragia
ausente % leve % intensa %
GE1l 78,57 21,42 0
GC1 35,71 50,00 14,28
GE2 44,44 44,44 11,11
GC2 94,44 5,55 0
GE3 33,33 38,88 27,77
GC3 94,44 5,55 0
GE4 33,33 44,44 22,22
GC4 50,00 16,66 33,33
GE5 56,25 37,50 6,25
GC5 83,33 0 16,66
GE6 61,11 27,77 11,11
GC6 77,77 22,22 0

Fonte: arquivo pessoal, 2019.



41

Grafico 2 —  Gréfico ilustrativo da porcentagem do aparecimento de cada score de hemorragia em
cada corte histoldgico por grupo
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Fonte: arquivo pessoal, 2019.



6 DISCUSSAO

O conhecimento dos beneficios estéticos causados pelo AH vem se
difundindo pela sociedade. Na odontologia, com o advento da aplicacdo dessa
substancia pelo cirurgido-dentista, pesquisas em torno das possibilidades de
tratamento com AH estdo sendo amplamente realizadas. Na periodontia, ele tem
sido usado para tratar gengivite (JENRSCH et al.,2003), periodontite
(JOHANNSEN et al. 2009; EICK et al., 2013), tratamento de defeitos intra-0sseos
periodontais (BALLINI et al.,2009) e no preenchimento de Pl defeituosas (BECKER
et al.,2010).

J& existem ensaios clinicos que propdem protocolos de aplicacdo de AH na PI
(BERTL et al.,2015), contudo, com a alta demanda desse procedimento, relatos de
reacoes adversas ja foram publicados (BERTL et al., 2016). Diante deste fato Pi et
al., em 2017, sugeriram que estudos em modelos animais sdo necessarios para
realizar avaliagGes histoldgicas precisas para descartar possiveis efeitos colaterais
das injecdes de preenchimento intra-oral de AH.

Ensaios clinicos propuseram a aplicacdo 0,2 ml de AH por duas ou trés vezes
na Pl (BECKER et al.,2010; MANSOURI et ., 2013; TANWAR e HUNGUND 2015;
SINGH et al., 2019). No presente estudo, aplicou-se a dosagem de 0,02 mL (HUH et
al., 2015) de AH e SS inicialmente e, em metade dos casos, e também apds 7 dias.
As substancias foram aplicadas a 2-3 mm do apice da Pl (BECKER et al., 2010;
PETERSEN e HOHL, 2011; MANSOURI et al.,, 2013; BERTL et al., 2016;
AWARTANI et al., 2016; LEE et al.,, 2016). Com isso, priorizou-se reproduzir e
analisar de forma segura, controlada e proporcional um ensaio em modelo animal,
objetivando verificar possivel presenca de hemorragia e a intensidade do infiltrado
leucocitario na regido da PI superior e inferior dos incisivos centrais de ratos.

Na andlise dos cortes histologicos, em relacdo a intensidade do infiltrado
leucocitario, observou-se que houve prevaléncia de intensidade leve em todos os
tempos experimentais ja as intensidades moderada e intensa foram mais
observadas no grupo AH, mas sem diferenca estatistica, levando os autores a

acreditarem que o AH apesar de poder gerar uma reacado exacerbada em algum
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momento, 0 organismo consegue rapidamente estabilizar esta reagdo (BAISSE et
al,2004). Este fato pode ter ocorrido nos estudos de HUH et al., 2015 e PI et al.,
2017, que relataram auséncia de reacéo inflamatéria em seus animais, isso pelo fato
de eles terem realizado a avaliacdo histomorfolégica tardia quatro e 12 semanas e
sete dias, respectivamente. ISso nos mostra que apesar de terem sido aplicadas
duas substancias distintas, a intensidade permaneceu leve em todos grupos,
evidenciando a biocompatibilidade de ambos produtos, haja vista que a regido da PI
apresenta frequentemente reacdo inflamatéria decorrente da constante agressao a
area devido a mastigacao e hébitos (BALLINI et al, 2009).

Um achado que néo fazia parte dos objetivos deste estudo foi a constatagéo
da presenca de AH no tecido muscular com a auséncia de infiltrado leucocitéario,
evidenciando ainda mais a biocompatibilidade do mesmo com a mucosa bucal
(DESIDERIO et al.,2013). Por isso, sugere-se que novos estudos sejam realizados
com a finalidade de comprovar a integracdo do AH com o tecido muscular.

Quando se comparou os G1E e G1C (eutanasia com 12 h apdés aplicacdo),
houve maior infiltrado inflamatério no GE (p= 0,0026). Esse dado mostra que houve
uma reacdo aguda apos a injecao de AH. Nos cortes, houve predominio de células
polimorfonucleares, reforcando o argumento de ter havido uma reacéo inflamatéria
aguda na Pl nesse tempo experimental (ZHANG et al.,2017). Ja nas outras
comparacoes a intensidade do infiltrado permaneceu semelhante entre os grupos e
foi se tornando mais leve com o passar do tempo (14 dias), isso quando se compara
o0 GE1 ao GE6 (p>0,0184). Esses dados foram diferentes de BORGUETTI et
al.,2012, que apos 7 dias da aplicacéo o infiltrado foi considerado moderado.

SALLES et al.,, em 2011, apontaram que as complicacdes apés a injecdo de
AH em humanos sdo pouco frequentes e quando ocorrem podem se apresentar com
pequenos hematomas, equimoses, abscessos, necrose tecidual, edema persistente
e granulomas. Ao se investigar a literatura, constatou-se que os estudos em animais
ndo focaram na investigacdo da ocorréncia de hemorragia. Por isso, analisamos a
presenca deste evento apds a aplicagdo das substancias, para comparar com 0s
achados em humanos (BERTL et al.,2016). Neste estudo, observou-se no GE a
predominéancia de hemorragia leve e moderada, ocorrida geralmente na regido de
ligamento periodontal e na regido central da Pl inferior, onde h& um vaso calibroso.
Diante desta constatacao, os autores acreditam que a inser¢ao do AH, por ser uma

substancia reticulada e densa (BERTL 2015), pode promover expansao tecidual,
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compressdo e lesdo de vasos promovendo 0 extravasamento sanguineo. Esse
acontecimento pode ser decorrente do volume injetado e da forca e velocidade da
aplicacao (BAISSE et al.,2004).

Quando se comparou GE ao GC, os animais que foram eutanasiados antes
da segunda aplicacdo, apresentaram no GE hemorragia significantemente maior,
guando se compara aos animais do segundo tempo experimental. Os autores deste
estudo acreditam que apdés a primeira aplicacdo, o AH se integrou ao tecido,
promovendo aumento tecidual e na segunda aplicacédo, o tecido mucoso ja estava
mais apto a receber o produto, confirmando a caracteristica viscoeléstica do acido
(SUKUMAR e DRIZHAL, 2007) e a necessidade de uma segunda e ou terceira
aplicacdo, como sugerem os estudos clinicos (BECKER et al.,2010; PETERSEN E
HOHL, 2011; MANSOURI et I., 2013; TANWAR e HUNGUND 2015; BERTL et
al.,2016; AWARTANI et al.,2016; LEE et al.,2016, SINGH et al., 2019). Diante do
aparecimento de hemorragia em até sete dias da aplicacdo, podemos sugerir a
insercao gradativa de AH na PI, sendo que na primeira aplicacdo seja depositado
uma menor quantidade do que em uma segunda ou terceira, com objetivo de
preparar o tecido para sua expansao (BERTL et al.,2016).

A técnica de aplicacdo de AH em Pl defeituosas necessita de diversos
esclarecimentos para que seja proposto um protocolo clinico seguro e eficaz. Essa
pesquisa veio para contribuir com esse conhecimento, priorizando um ensaio pré-
clinico em animais, haja vista que a técnica em humanos diante dos achados
bibliograficos ainda permanece empirica.

Novas investigacfes sao necessarias para se estabelecer a dose ideal a ser
aplicada, posologia que o acido deve ser aplicado para gerar um volume aceitavel,
guantidade de tempo que ele permanecera no tecido e como minimizar possiveis
reacdes que esse produto possa gerar.

Foram rejeitados todas as hipéteses nulas, pois nas primeiras 12 horas, a
aplicacdo do AH na PI gerou infiltrado leucocitario significativo e existiu diferenca
apos uma ou duas aplicagcbes de AH. Houve hemorragia significativa e existiu
diferenca entre a hemorragia gerada na papila interdentaria apos uma ou duas
aplicacdes de AH.
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7 CONCLUSAO

E licito aos autores concluirem que a aplicacdo de acido hialurénico na papila
interdental de ratos promove aumento da intensidade do infiltrado leucocitario, com
predominio de polimorfonucleares, ap6s 12 horas de sua aplicagdo regredindo
progressivamente até o 14° dia. A hemorragia causada pela aplicagdo de AH
apresentou-se histolégicamente mais leve e moderada quando comparada a solucao
salina, além disso, houve maior presenca de hemorragia nos grupos que receberam

apenas uma aplicacao de AH.
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ANEXO

ANEXO A - PROJETO DE PESQUISA APROVADO PELO CEUA




