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CAPITULO |

SOUZA-JUNIOR, J. M. O efeito dos extratos de semente de uva e
semente de toranja na cicatrizagdo alveolar. 2017. 88f. Tese (Doutorado
em Implantodontia) — Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis.

RESUMO

Obijetivos: Produtos naturais podem levar a alteragdes nos parametros
dos tecidos moles e mineralizados, devido ao seu efeito sobre as células
e matriz extracelular. Foram investigados os efeitos de dois suplementos
dietéticos nos fatores de crescimento, inflamatorios e de coagulacéo e
também o o0sso recém-formado em alvéolo de extra¢do de humanos.
Métodos: Este estudo teve aprovagdo institucional para pesquisa em
seres humanos da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Os
individuos tomaram 300 mg 3 vezes ao dia de extrato de semente de uva
[GEU] ou extrato de semente de toranja [GTO], iniciando duas semanas
antes da extracdo dentaria e mantendo esse regime por sessenta dias (n =
10 por grupo). Dentes com indicacdo de extragdo foram removidos e 0s
alvéolos preenchidos com uma esponja de colageno e suturados. Apos
24 h, recolheu-se uma amostra do alvéolo, extraiu-se RNA com TRIzol
e converteu-se em cDNA. Reacdo de transcriptase reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase quantitativo (QRT-PCR) foi realizada
para TGFp-1, VEGF, PDGF, BMP-4, BMP-7, RUNX-2, IL1-B, CXCL2,
IL-6, VWF e F2 trombina. Sessenta dias apds a extracdo do dente, foi
obtido uma amostra 6ssea do local antes da colocagdo do implante
dentério, fixado em formalina tamponada a 10% e desmineralizado por
EDTA 0,5 M com pH 7,6. As amostras foram incorporadas em parafina,
seccionadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E) para morfologia,
picrosirius red (PSR) para avaliar a organizagdo/maturacdo de colédgeno
e fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP) para contagem de
osteoclastos.

Resultados: gRT-PCR revelou que o grupo GTO apresentou uma
diminuicdo estatisticamente significante nos fatores de crescimento
TGFpB-1 e PDGF e nos marcadores inflamatérios IL1-B, CXCL2 e IL-6.
GEU mostrou um aumento no fator de coagulacdo VWF. As analises
histol6gicas mostraram uma clara diminui¢do da densidade do colageno,
maturacdo &ssea, densidade osteoclastica aumentada e presenca
abundante de plaquetas e tecido conjuntivo frouxo no grupo GEU.
Conclusdo: Houve um impacto significativo de suplementos dietéticos
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especificos na cicatrizacdo de alvéolos de extracdo com diminuicdo dos
marcadores inflamatérios em GTO e formagdo 6ssea atrasada observada
em GEU. Sao necessarios outros estudos nesta linha de pesquisa, para
que se possa compreender adequadamente as modificagdes que ocorrem
nos alvéolos de extracdo em pacientes que fazem o uso de suplementos
alimentares.

Palavras-chave: cicatrizacdo 6ssea, alvéolo de extracdo, regeneracdo
0ssea, dieta.
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SOUZA-JUNIOR, J. M. Effect of natural compounds on bone
regeneration: study in humans. 2017. 88f. Tese (Doutorado em
Implantodontia) — Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianépolis.

ABSTRACT

Obijectives: Natural products could lead to altered soft and mineralized
tissue parameters due to their effect on cells and extracellular matrix.
We investigated the effects of two dietary supplements on growth,
inflammatory and coagulation factors and newly formed bone in
extraction sockets in humans. Methods: This study had institutional
approval for human subjects research from the Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa. Subjects took 300 mg t.i.d. of Grape Seed Extract
[GEU] or Grapefruit Seed Extract [GTO] starting two weeks prior to
dental extraction and maintained this regimen for sixty days (n=10 per
group). Non-restorable teeth were extracted and sockets filled with a
commercially available collagen patch and sutured. After 24 h, a socket
sample was collected, RNA extracted with TRIzol and converted into
cDNA. Quantitative real time PCR (qRT-PCR) was performed for
TGFp-1, VEGF, PDGF, BMP-4, BMP-7, RUNX-2, IL1-B, CXCL2, IL-
6, VWF and thrombin. Sixty days after tooth extraction, a central core
was obtained from the site prior to dental implant placement, fixed in
10% buffered formalin and demineralized by 0.5 M EDTA pH 7.6.
Samples were embedded in paraffin, sectioned and stained in
hematoxylin and eosin (H&E) for morphology, picrosirius red (PSR) for
evaluation of the organization/maturation of collagen and tartrate
resistant acid phosphatase (TRAP) for osteoclast count.

Results: gRT-PCR revealed that the GTO group had a statistically
significant decrease in the growth factors TGFB-1 and PDGF and in the
inflammatory markers 1L1-B, CXCL2 e IL-6. GEU showed an increase
in the coagulation factor VWF. Histological analyses showed a clear
decrease in collagen density, bone maturation, increased osteoclast
density and abundant presence of platelets and loose connective tissue in
GEU group.

Conclusions: There was a significant impact of specific dietary
supplements in healing of extraction sockets with decreased
inflammatory markers with GTO and delayed bone formation observed
with GEU. Further studies are needed in this line of research to
adequately understand the changes occurring in extraction sockets in
patients using dietary supplements.
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CAPITULO I
Introducdo expandida

Cicatrizacdo alveolar:

A cicatrizacdo do alvéolo ap6s a extragdo dental é um evento
gue busca o interesse de pesquisadores e seus eventos vem sendo
descritos frequentemente na literatura cientifica. A razdo principal disso
é em funcéo das alterages que ocorrem no processo alveolar que podem
evitar ou tornar dificil a instalacdo do implante dentario em posicdo
ideal para a reabilitacio protética (1). Além disso, a alta demanda por
estética na odontologia, ressalta a importancia da manutencdo do
rebordo alveolar para se manter uma prétese implantossuportada estética
a longo prazo. E esperado que com a cicatrizacio alveolar, resulta-se em
um rebordo alveolar com volume de tecido 6sseo que permita a
instalacdo ideal de um implante. Cicatrizacdo alveolar sdo as mudangas
apos a perda dental, que sdo alteragdes locais que promovem alteragdes
nos tecidos duros e moles, afim de fechar a ferida e restaurar a
homeostase do tecido (2).

A regido anterior maxilar apresenta paredes de alvéolo finas,
frequentemente formadas somente por osso fasciculado. Esse é
dependente do dente e sua estrutura é reabsorvida gradualmente apds a
exodontia. O processo de cicatrizagdo resulta uma grande reabsorcéo da
parede vestibular do alvéolo e menos pronunciada na parede lingual.
Essas alteracfes acontecem logo nos primeiros 3 meses apés a extracdo
dental (3,4). A elevagdo de retalho também causa danos locais, devido
ao rompimento vascular, mas essa cicatrizacdo é semelhante quando néo
ha descolamento do retalho quando avaliado a longo prazo (5).

Fatores de crescimento:

As respostas de cicatrizacdo iniciais numa ferida sdo reguladas
por fatores de crescimento, que sdo moléculas de sinalizagéo, tais como:
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformante B1 (TGF-B1), proteina 6ssea morfogenética 4
(BMP-4) e proteina 6ssea morfogenética 7 (BMP-7) entre outras. Eles
iniciam a migragdo celular, diferenciacdo e proliferagdo a medida que
interagem umas as outras. Esses atuam como sinais mitogénicos e
angiogénicos na fase inicial da cicatrizagdo 6ssea (2). A
localizagdo espacial e as variagBes temporais destes fatores de
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crescimento na cicatrizagdo alveolar apds extracdo dental
correlacionaram-se com 0s eventos histolégicos de cicatrizacdo e
seguiram as funces bioldgicas conhecidas destes fatores de crescimento

(6).

Alguns estudos vem estudado o efeito dos fatores de
crescimento na cicatrizagdo 6ssea. Diversas substancias foram testadas
visando melhorar a disposicdo dos fatores de crescimento, que regulam
remodelacdo, inflamacéo e quimiotaxia de tecidos (6-12).

Proantocianidinas (PA) X fatores de crescimento:

Nos altimos anos verificou-se um interesse crescente no uso de
botanicos naturalmente disponiveis como agentes quimiopreventivos ou
quimioterapéuticos para algumas doengas. Uma dessas € opgdes, € o
extrato de semente de uva que contém lipidios, proteinas, carboidratos e
polifendis. Proantocianidinas sdo os compostos fendlicos mais
abundantes nas sementes de uva. O extrato de PA de semente de uva
tem uma atividade antioxidante mais poderosa do que outros
antioxidantes bem conhecidos, incluindo vitamina C, vitamina E e acido
galico. PA tem varias funcdes bioldgicas, tais como antibacteriano,
antiviral, anti-inflamatorio, antialérgico e a¢Ges vasodilatadoras (13-15).

Pouco se sabe sobre os efeitos da PA regeneracdo Ossea de
processos alveolares, contudo estudos em ratos, ja avaliaram 0s seus
efeitos em fatores de crescimento especificos, como um estudo que
mostrou que a utilizagdo sistémica de PA aumentou a expressdo de
BMP-7 quando testado com RT-PCR (16) no tratamento de diabetes. PA
foi utilizado para tratamento de artrite reumatoide e o grupo teste
demonstrou diminuicdo na expressdo de IL-17 (14). Outro estudo
também mostrou a diminuicdo da expressdo de interleucina quando
submetidos a uma dieta rica em PA para tratamento de asma alérgica
(15). Ratos tratados com PA mostraram uma diminuicdo da expressdo
de IL-4, IL-5, IL-13, VEGFA e TGF-1 nos modelos de asma aguda e
crénica (17,18).

Naringenina e Hesperidina (NA e HE) X fatores de crescimento:

Naringenina e hesperidina s&o compostos flavondides
encontrados abundantemente na casca de frutas citricas. Estudos tem
relatado que esses compostos foram investigados pelas suas atividades
farmacoldgicas, incluindo efeitos anti-tumorais, anti-oxidante, anti-
inflamatdrios, anti-virais e antidiabéticos (19,20).



23

Estudo que avaliou o uso de HE em ratos para tratamento de
artrite reumatoide, tiveram melhores resultados quando comparada com
0 grupo controle negativo (21). Outro estudo em ratos, que foram
testados quanto ao tratamento para fibrose hepética, tiveram bons
resultados com 0 TGF-B1 e CTGF (22). Em um modelo semelhante, que
também tratou fibrose hepética em ratos, HE inibiu a proliferacdo e
ativacdo de PDGF (19). Ratos tratados com NA apresentaram niveis
mais baixos de IL-4 e IL-13 no tratamento para asma (23). Células
pancredticas tratadas com NA tiveram uma diminuicdo de TGF-f1
guando testadas ao seu potencial cancerigeno (24). Ratos tratados com
NA demonstraram uma diminuicdo de TGF-Bl1 quando testados em
relagdo a doenca renal (20,25,26). NA inibiu danos a ratos induzida pela
radiacdo UVB, com reducdo de IL-1B, IL-4, IL-5, 1I-6, IL-10, I1L-12, IL-
13, IL-17, TNF-0 e TGF-B1 (27,28). Os niveis de expressdo de IL-6
foram significativamente mais baixos no tecido adiposo perigonadal de
ratos suplementados com NA (29). O uso de NA sobre neuropatia
diabética induzida experimentalmente em ratos, demonstrou uma
diminuicdo de TNF-o, IL-1p e IL-6 (30). Ratos tratados com NA
demonstraram uma reducdo da secrecdo de TGF-B1 a partir de células
de cancer de mama (31).

Proantocianidinas (PA) X cicatrizacdo 6ssea:

Os efeitos esqueléticos da PA, particularmente os exercidos
durante o periodo critico de crescimento e desenvolvimento que
demonstram uma elevada taxa de formacdo 6ssea, ndo sdo conhecidos.
Foi investigado o uso de PA sobre a formagéo 6ssea examinando massa
Ossea total e cortical, densidade, arquitetura e forga ndo invasiva usando
cdndilos mandibulares de ratos com restricdo de calcio e os resultados
sugerem que o tratamento com PA aumentaria tanto a massa 6ssea como
a resisténcia Ossea nos condilos mandibulares dos ratos (32-36).
Também foi estudado os efeitos da PA na diéfise do osso tibial em ratos
com baixo teor de calcio e o resultado sugere que a PA incluida em uma
mistura de dieta com célcio tem um efeito benéfico na formacao dssea e
na resisténcia 6ssea (37). PA foi utilizado no tratamento de artrite 6ssea
da articulacdo do joelho do rato e protegeu contra maiores danos nas
articulagdes (38). Importante estudo que avaliou em ratos o efeito de PA
na artrite reumatoide e seu uso melhorou as manifestagdes da artrite ao
suprimir simultaneamente a diferenciagdo dos osteoclastos e promover a
diferenciacdo dos osteoblastos (39). Em um estudo de cultura de células
foi investigado se PA exerce um efeito anti-apoptose em células
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osteoblésticas, através de sua atividade antioxidante e os resultados
foram positivos quanto a sua utilizacdo (40). Outro estudo demonstrou
os efeitos da PA na prevencdo de osteonecrose induzida por
corticosterdide em coelhos e os resultados revelaram que o tratamento
com PA poderia inibir o dano oxidativo e a apoptose por exercer efeitos
benéficos na reducado da incidéncia de osteonecrose (41).

Naringenina e Hesperidina (NA e HE) X cicatrizacdo 0ssea:

Em estudo de cultura de osteoblastos foi examinado a
capacidade da HE para afetar a proliferacdo, diferenciacdo e
mineralizacdo de osteoblastos primarios de roedores e os resultados
sugerem que HE pode regular a diferenciacdo de osteoblastos (42,43). O
efeito de HE e NA, duas flavonoides citricas principais, na regulagéo do
metabolismo 6sseo foi examinado em ratos e o0s resultados
demonstraram que essas substancias protegem contra a perda 6ssea em
ratos, agindo principalmente através da inibicdo da reabsorcdo dssea.
HE se demonstrou mais eficaz do que NA apesar da sua menor
biodisponibilidade (44). Outros trabalhos tiveram como objetivo
examinar se HE inibe a perda 6ssea em ratos e 0s resultados indicaram
que HE inibiu a reabsorcéo e hiperlipidemia 6ssea (45-48).
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CAPITULO 111
Artigo

O EFEITO DOS EXTRATOS DE SEMENTE DE UVA E SEMENTE
DE TORANJA NA CICATRIZACAO ALVEOLAR

Autores
- José Moisés de Souza Junior
- Jodo Gustavo Oliveira de Souza
- Stephen Alexander Tuin
- Adam Robinson
- Patricia Almeida Miguez
- Marco Aurélio Bianchini

Floriandpolis, SC
Fevereiro de 2017

Resumo

Objetivos: Produtos naturais podem levar a alteragdes nos pardmetros
dos tecidos moles e mineralizados, devido ao seu efeito sobre as células
e matriz extracelular. Foram investigados os efeitos de dois suplementos
dietéticos nos fatores de crescimento, inflamatorios e de coagulacéo e
também o osso recém-formado em alvéolo de extracdo de humanos.

Métodos: Este estudo teve aprovacdo institucional para pesquisa em
seres humanos da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa. Os
individuos tomaram 300 mg 3 vezes ao dia de extrato de semente de uva
[GEU] ou extrato de semente de toranja [GTO], iniciando duas semanas
antes da extracdo dentéaria e mantendo esse regime por sessenta dias (h =
10 por grupo). Dentes com indicacdo de extragdo foram removidos e 0s
alvéolos preenchidos com uma esponja de colageno e suturados. Apds
24 h, recolheu-se uma amostra do alvéolo, extraiu-se RNA com TRIzol
e converteu-se em cDNA. Reacdo de transcriptase reversa seguida de
reacdo em cadeia da polimerase quantitativo (QRT-PCR) foi realizada
para TGFp-1, VEGF, PDGF, BMP-4, BMP-7, RUNX-2, IL1-p, CXCL2,
IL-6, VWF e F2 trombina. Sessenta dias apds a extragdo do dente, foi
obtido uma amostra 6ssea do local antes da colocacdo do implante
dentério, fixado em formalina tamponada a 10% e desmineralizado por
EDTA 0,5 M com pH 7,6. As amostras foram incorporadas em parafina,
seccionadas e coradas em hematoxilina e eosina (H&E) para morfologia,
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picrosirius red (PSR) para avaliar a organiza¢do/maturacdo de colageno
e fosfatase Acida resistente ao tartarato (TRAP) para contagem de
osteoclastos.

Resultados: gqRT-PCR revelou que o grupo GTO apresentou uma
diminuicdo estatisticamente significante nos fatores de crescimento
TGFpB-1 e PDGF e nos marcadores inflamatérios IL1-B, CXCL2 e IL-6.
GEU mostrou um aumento no fator de coagulacdo VWF. As analises
histolégicas mostraram uma clara diminuicdo da densidade do colageno,
maturacdo Ossea, densidade osteocldstica aumentada e presenca
abundante de plaquetas e tecido conjuntivo frouxo no grupo GEU.
Conclusdo: Houve um impacto significativo de suplementos dietéticos
especificos na cicatrizacdo de alvéolos de extracdo com diminui¢do dos
marcadores inflamatérios em GTO e formacdo 0ssea atrasada observada
em GEU. Sdo necessarios outros estudos nesta linha de pesquisa, para
que se possa compreender adequadamente as modificagfes que ocorrem
nos alvéolos de extracdo em pacientes que fazem o uso de suplementos
alimentares.

Palavras-chave: cicatrizacdo 06ssea, alvéolo de extracdo, regeneracdo
Ossea, dieta.

Abstract

Obijectives: Natural products could lead to altered soft and mineralized
tissue parameters due to their effect on cells and extracellular matrix.
We investigated the effects of two dietary supplements on growth,
inflammatory and coagulation factors and newly formed bone in
extraction sockets in humans. Methods: This study had institutional
approval for human subjects research from the Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa. Subjects took 300 mg t.i.d. of Grape Seed Extract
[GEU] or Grapefruit Seed Extract [GTO] starting two weeks prior to
dental extraction and maintained this regimen for sixty days (n=10 per
group). Non-restorable teeth were extracted and sockets filled with a
commercially available collagen patch and sutured. After 24 h, a socket
sample was collected, RNA extracted with TRIzol and converted into
cDNA. Quantitative real time PCR (qRT-PCR) was performed for
TGFB-1, VEGF, PDGF, BMP-4, BMP-7, RUNX-2, IL1-B, CXCL2, IL-
6, VWF and thrombin. Sixty days after tooth extraction, a central core
was obtained from the site prior to dental implant placement, fixed in
10% buffered formalin and demineralized by 0.5 M EDTA pH 7.6.
Samples were embedded in paraffin, sectioned and stained in
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hematoxylin and eosin (H&E) for morphology, picrosirius red (PSR) for
evaluation of the organization/maturation of collagen and tartrate
resistant acid phosphatase (TRAP) for osteoclast count.

Results: gRT-PCR revealed that the GTO group had a statistically
significant decrease in the growth factors TGFB-1 and PDGF and in the
inflammatory markers 1L1-, CXCL2 e IL-6. GEU showed an increase
in the coagulation factor VWF. Histological analyses showed a clear
decrease in collagen density, bone maturation, increased osteoclast
density and abundant presence of platelets and loose connective tissue in
GEU group.

Conclusions: There was a significant impact of specific dietary
supplements in healing of extraction sockets with decreased
inflammatory markers with GTO and delayed bone formation observed
with GEU. Further studies are needed in this line of research to
adequately understand the changes occurring in extraction sockets in
patients using dietary supplements.

KEYWORDS: bone healing, extraction socket, bone regeneration,
dietary.

Introducéo
Cicatrizacéo alveolar

A cicatrizacdo do alvéolo apds a extracdo dental & um evento
gue busca o interesse de pesquisadores e seus eventos vem sendo
descritos frequentemente na literatura cientifica. A razéo principal disso
é em funcdo das alteragdes que ocorrem no processo alveolar que podem
evitar ou tornar dificil a instalacdo do implante dentario em posicéo
ideal para a reabilitacdo protética (1). Além disso, a alta demanda por
estética na odontologia, ressalta a importancia da manutencdo do
rebordo alveolar para se manter uma prétese implantossuportada estética
a longo prazo. E esperado que a cicatrizacdo alveolar resulte em um
rebordo alveolar com volume de tecido dsseo que permita a instalacdo
ideal de um implante. Cicatrizacdo alveolar é a mudanca apés a perda
dental, que séo alteragfes locais que promovem alteragdes nos tecidos
duros e moles, afim de fechar a ferida e restaurar a homeostase do tecido

).

A regido anterior maxilar apresenta paredes de alvéolo finas,
frequentemente formadas somente por osso fasciculado. Esse é
dependente do dente e sua estrutura é reabsorvida gradualmente apds a
exodontia. O processo de cicatrizagao resulta em uma grande reabsorcéo
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da parede vestibular do alvéolo e menos pronunciada na parede lingual.
Essas alteracfes acontecem logo nos primeiros 3 meses apos a extracdo
dental (3-5).

Fatores de crescimento

As respostas de cicatriza¢do iniciais numa ferida sdo reguladas
por fatores de crescimento, que sdo moléculas de sinalizacdo, tais como:
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformante B1 (TGF-B1), proteina 6ssea morfogenética 4
(BMP-4) e proteina 6ssea morfogenética 7 (BMP-7) entre outras. Esses
iniciam a migragdo celular, diferenciagdo e proliferacdo a medida que
interagem umas as outras. Fatores de crescimento atuam como sinais
mitogénicos e angiogénicos na fase inicial da cicatrizacdo dssea (2).

A localizacdo espacial e as variagbes temporais destes fatores
de crescimento na cicatrizacdo alveolar ap6s extracdo dental
correlacionaram-se com o0s eventos histoldgicos de cicatrizacdo e
seguiram as funcdes bioldgicas conhecidas destes fatores de crescimento

(6).

Alguns estudos vém relatando o efeito dos fatores de
crescimento na cicatrizagdo 0ssea. Diversas substancias foram testadas
visando melhorar a disposi¢do dos fatores de crescimento, que regulam
remodelacéo, inflamacéo e quimiotaxia de tecidos (6—12).

Proantocianidinas (PA) X fatores de crescimento

Nos ultimos anos, verificou-se um interesse crescente no uso de
botanicos naturalmente disponiveis como agentes quimiopreventivos ou
quimioterapéuticos para algumas doencas. Uma dessas opcdes é o
extrato de semente de uva que contém lipidios, proteinas, carboidratos e
polifendis. Proantocianidinas sdo os compostos fendlicos mais
abundantes nas sementes de uva. O extrato de PA de semente de uva
tem uma atividade antioxidante mais poderosa do que outros
antioxidantes bem conhecidos, incluindo vitamina C, vitamina E e &cido
gélico. PA tem varias fungdes bioldgicas, tais como antibacteriano,
antiviral, anti-inflamatério, antialérgico e acGes vasodilatadoras (13-15).

Pouco se sabe sobre os efeitos da PA em regeneragdo 6ssea em
geral e mais especificamente em processos alveolares, contudo, estudos
em ratos ja avaliaram os seus efeitos em fatores de crescimento
especificos, como um estudo que mostrou que a utilizagdo sistémica de
PA aumentou a expressédo de BMP-7 quando testado com RT-PCR (16)
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no tratamento de diabetes. PA foi utilizado para tratamento de artrite
reumatoide e o grupo teste demonstrou diminuicdo na expressdo de IL-
17 (14). Outro estudo também mostrou a diminuigdo da expressdo de
interleucina quando submetidos a uma dieta rica em PA para tratamento
de asma alérgica (15). Ratos tratados com PA mostraram uma
diminuigdo da expressdo de IL-4, IL-5, IL-13, VEGFA e TGF-1 nos
modelos de asma aguda e crénica (17,18). Contudo, alguns desses
fatores também tem acdo anti-inflamatéria (ex. IL-4), angiogénica
(VEGFA) e pro-coldgena (TGF-B1), o que pode ndo ser positivo
diminuir suas expressdes em certas condigdes ou tratamentos.

Naringenina e Hesperidina (NA e HE) X fatores de crescimento

Naringenina e hesperidina sdo compostos flavonoides
encontrados abundantemente na casca de frutas citricas. Estudos tem
relatado que esses compostos foram investigados pelas suas atividades
farmacoldgicas, incluindo efeitos antitumorais, antioxidante, anti-
inflamatorios, antivirais e antidiabéticos (19,20).

Um estudo que avaliou o uso de HE em ratos para tratamento
de artrite reumatoide, mostrou que ratos tratados com HE tiveram
melhores resultados quando comparados ao grupo controle negativo
(21). Qutro estudo em ratos, que foram testados quanto ao tratamento
para fibrose hepatica, teve aumento dos valores de TGF-B1 (22). Em um
modelo semelhante, que também tratou fibrose hepatica em ratos, HE
inibiu a producdo e ativacdo de PDGF (19). Ratos tratados com NA
apresentaram niveis mais baixos de IL-4 e IL-13 no tratamento para
asma (23). Células pancreaticas tratadas com NA tiveram uma
diminuicdo de TGF-B1 quando testadas ao seu potencial cancerigeno
(24). Ratos tratados com NA demonstraram uma diminuicdo de TGF-p1
guando testados em relagdo a doenga renal (20,25,26). NA inibiu danos
a ratos induzida pela radiagdo UVB, com reducgdo de IL-1p, IL-4, IL-5,
11-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, TNF-a e TGF-B1 (27,28). Os niveis de
expressdo de IL-6 foram significativamente mais baixos no tecido
adiposo perigonadal de ratos suplementados com NA (29). O uso de NA
sobre neuropatia diabética induzida experimentalmente em ratos,
demonstrou uma diminui¢do de TNF-o, IL-1p e IL-6 (30). Ratos
tratados com NA demonstraram uma reducéo da secre¢do de TGF-p1 a
partir de células de céncer de mama (31). Em conclusdo, ha varios
fatores inflamatorios e anti-inflamatorios que sdo diminuidos com HE e
NA, porém, ha maior énfase na literatura para a acdo anti-inflamatdria
que esses flavonoides causam. E também possivel que a diminuigéo da



30

expressdo e producdo dos fatores de inflamagéo e fibrose causem uma
reducdo natural na necessidade de produzir fatores anti-inflamatdrios.

Proantocianidinas (PA) X cicatrizagao dssea

Os efeitos esqueléticos da PA, particularmente os exercidos
durante o periodo critico de crescimento e desenvolvimento,
demonstram uma elevada taxa de formacdo Ossea ndo ainda
completamente esclarecidos. Foi investigado o uso de PA sobre a
formagdo Ossea examinando massa 6ssea total e cortical, densidade,
arquitetura e forca ndo invasiva usando céndilos mandibulares de ratos
com restricdo de célcio. Os resultados sugerem que o tratamento com
PA aumentaria tanto a massa Gssea como a resisténcia Gssea nos
condilos mandibulares dos ratos (32—-36). Também foram estudados os
efeitos da PA na diafise de tibia em ratos com baixo teor de calcio e o
resultado sugere que a PA incluida em uma mistura de dieta com calcio
tem um efeito benéfico na formacdo dssea e na resisténcia 6ssea (37).
PA foi utilizado no tratamento de artrite dssea na articulacdo do joelho
do rato e protegeu contra maiores danos nas articulagdes (38). Outra
pesquisa também avaliou em ratos o efeito de PA na artrite reumatoide e
seu uso melhorou as manifestacbes da artrite ao suprimir
simultaneamente a diferenciacdo dos osteoclastos e promover a
diferenciacdo dos osteoblastos (39). Em um estudo de cultura de células
foi investigado se PA exerce um efeito anti-apoptose em células
osteoblésticas, através de sua atividade antioxidante e os resultados
foram positivos quanto a sua utilizacdo (40). Outro estudo demonstrou
os efeitos da PA na prevencdo de osteonecrose induzida por
corticosterdide em coelhos e os resultados revelaram que o tratamento
com PA poderia inibir o dano oxidativo e a apoptose por exercer efeitos
benéficos na reducdo da incidéncia de osteonecrose (41).

Naringenina e Hesperidina (NA e HE) X cicatrizacdo éssea

Em estudo de cultura de osteoblastos foi examinado a
capacidade da HE para afetar a proliferacdo, diferenciacdo e
mineralizacdo de osteoblastos primarios derivados de camundongos e 0s
resultados sugerem que HE pode aumentar a producdo de osteoblastos
(42,43). O efeito de HE e NA, duas flavonoides citricas principais, na
regulacdo do metabolismo 6sseo foi examinado em ratos e os resultados
demonstraram que essas substancias protegem contra a perda 0ssea em
ratos, agindo principalmente através da inibicdo da reabsor¢do éssea.
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HE demonstrou-se mais eficaz do que NA apesar da sua menor
biodisponibilidade (44). Outros trabalhos tiveram como objetivo
examinar se HE inibe a perda 6ssea em ratos e os resultados indicaram
que HE inibiu a reabsorcao e hiperlipidemia 6ssea (45-48).

Hipdtese Positiva

Baseado nos estudos acima citados, foi criada a hipotese que
pacientes sujeitos a uma suplementacdo diaria de fitoterapicos com PA e
NA/HE por tempo e dose significativas mostrariam um efeito na
cicatrizacdo 6ssea de alvéolos de extracdo dental.

Materiais e Métodos
Selecéo da amostra

Ap6s aprovacdo do projeto pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa (Parecer CONEP 740.532) e do Intitutional Review Board,
localizado na Universidade da Pensilvania, EUA, foram selecionados
pacientes adultos do sexo masculino, que necessitavam da extracdo de
elemento dental e instalacdo de implantes orais, de modo a possibilitar a
reabilitacdo protética. Foram excluidos os pacientes que apresentavam
historico de quimioterapia ou radioterapia de cabeca e/ou no pescoco,
doenca periodontal prévia, etilicos, histéria de terapia com
bisfosfanatos, diabéticos descompensados, fumantes e/ou que
apresentem qualquer contraindicacao para cirurgia oral.

Os pacientes foram triados na clinica odontolégica do Centro de
Estudos em Implantes Dentarios (CEPID) do Departamento de
Odontologia da Universidade Federal de Santa Catarina. Todos o0s
pacientes submetidos a pesquisa assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido autorizando sua participacdo e coleta dos dados
clinicos e histolégicos.

Foram formados trés grupos de acordo com o tipo de
fitoquimico utilizado:

e GRUPO 1 (GEU): Extrato de semente de uva
[Proantocianidinas]

e GRUPO 2 (GTO): Extrato de semente de toranja
[Naringenina/Hesperidina]
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e GRUPO 3 (CON): Grupo controle [nenhum
fitoquimico]

Cada modalidade de tratamento [PA, NA/HE e grupo controle]
foi realizado em 10 pacientes, aleatoriamente distribuidos nos grupos.
Pacientes do grupo GEU ingeriram 300 mg do fitoquimico 3 vezes ao
dia (Grape Seed Extract, GNC, Pittsburg, PA, EUA) e o0s pacientes do
grupo GTO ingeriram 250 mg 3 vezes ao dia (Grapefruit Seed Extract,
Nature’s Way, Springville, UT, EUA). Os pacientes do grupo controle
ndo receberam nenhum fitoquimico. Os pacientes iniciaram a ingestao
de fitoquimicos duas semanas antes da cirurgia de extracdo dental e
mantiveram esse regime por mais oito semanas ap0s a extracéo,
totalizando 10 semanas de uso, até o momento da instalacdo do
implante.

O uso continuo dos fitoterapicos foi confirmado através de
entrevista antes dos procedimentos cirdrgicos. Efeitos colaterais foram
reportados no prontudario de cada paciente e informagfes sobre habitos
alimentares esclarecidos durante a primeira visita (ex.: pacientes nao
deveriam evitar tomar vinho, consumir chocolate entre outas restrigdes
durante o estudo).

Procedimentos cirdrgicos

Cirurgia | — Extracdo dental e coleta material do alvéolo:

Antes da extracdo do elemento dental, cada paciente foi
submetido aos procedimentos de assepsia intra-bucal com bochecho de
solucdo de gluconato de clorexidina 0,12% (Periogard, Colgate, Sao
Paulo, SP, Brasil), 15 ml, por 1 minuto e assepsia extra-bucal com
digluconato de clorexidina 2% (Riohex 2%, Rioquimica Industria
Farmacéutica, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil). Anestesia local foi
executada com cloridrato de mepivacaina 2% com epinefrina 1:100,000
(Mepiadre 100, Nova DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), por meio de
técnicas anestésicas infiltrativas e bloqueios regionais.

A exodontia foi realizada de maneira conservadora de modo a
preservar as paredes remanescentes do alvéolo. Apés curetagem intensa
e irrigacdo copiosa do alvéolo, foi obtida a hemostasia e o local
preenchido com uma esponja de colageno (Collagen Plug, Zimmer,
Carlsbad, CA, EUA) e suturado com fio de seda trancado 4-0 (Seda 4-0
Ethicon, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, SP, Brasil) para isolar o
ferimento da cavidade oral. Os participantes foram instruidos quanto aos
cuidados p0ds operatdrios, incluindo medica¢do com paracetamol 750 mg
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(Tylenol 750, Johnson & Johnson, Sdo Paulo, SP, Brasil) a cada 8 horas
durante 5 dias.

Apb6s 24 horas da extracdo dos dentes, todos os pacientes
retornaram a coleta do material biol6gico para analise genética. Sob
anestesia local, foi removida a sutura e a membrana Collagen Plug,
juntamente com uma pequena quantidade do codgulo no interior do
alvéolo. O local foi novamente suturado com fio de seda trangado 4-0
(Seda 4-0 Ethicon, Johnson & Johnson, Séo Paulo, SP, Brasil) ap6s a
remocao da amostra. O espécime de bidpsia foi imediatamente colocado
em solucdo para estabilizagdo do RNA (RNAlater, Ambion, Austin, TX,
EUA), para o transporte evitando a degradacao do material.

Cirurgia Il — Bidpsia éssea e instalacdo do implante dental:

Sessenta dias ap0s a extracdo dental, os pacientes foram
novamente chamados para novo procedimento cirtrgico. Cada paciente
foi submetido a0 mesmo protocolo cirirgico de assepsia intra-bucal e
extra-bucal. Anestesia local foi executada por meio de técnicas
anestésicas infiltrativas e bloqueios regionais. Um retalho de espessura
total foi levantado e um espécime 6sseo cilindrico de 3mm por 6mm foi
obtido pelo uso de uma broca trefina. As amostras dsseas foram colhidas
e fixadas em paraformaldeido durante 3 dias a 4°C e entdo transferido
para solucdo salina e armazenado a 4°C.

Imediatamente ap6s a biopsia, os implantes (Implante UN Il
Cone Morse, Implacil De Bortoli, Sdo Paulo, SP, Brasil) foram
instalados conforme o protocolo estabelecido pela empresa e as
condicdes Osseas avaliadas em tomografia computadorizada do Cone
Beam realizada 10 antes da cirurgia. A area cirlrgica foi suturada com
fio de seda trancado 4-0 (Seda 4-0 Ethicon, Johnson & Johnson, Séo
Paulo, SP, Brasil) para estabilizar o retalho.

Os participantes foram instruidos quanto aos cuidados pds
operatorios, incluindo medicagdo com: amoxicilina 500 mg (Amoxil
500, GSK, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a cada 8 horas durante 7 dias;
clindamicina 600 mg (Dalancin C 300 mg, Pzifer, Guarulhos, SP,
Brasil) a cada 8 horas por 7 dias, se alérgico a penicilina; nimesulida
100 mg (Scaflam 100, Mantecorp, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a cada 12
horas por 5 dias e paracetamol 750 mg (Tylenol 750, Johnson &
Johnson, S&o Paulo, SP, Brasil) a cada 8 horas durante 5 dias.

As suturas foram removidas 7 dias ap6s a cirurgia e 0s
pacientes foram acompanhados. Nenhum implante teve falha na
osseointegracdo e todos 0s pacientes receberam a reabilitagdo protética.



34

Reacdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativo (QRT-PCR)

Isolamento RNA:

Amostras de tecidos foram colhidas e armazenadas em frascos
Eppendorf RNAlater (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e
congelado a -20°C. Durante o isolamento, todas as superficies e
instrumentos foram tratados com RNase Away (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) para evitar a degradacdo do RNA e contaminagéao
de DNA. Uma amostra por paciente foi escolhida e descongelada e
finamente picada com tesouras cirtrgicas limpas e transferida para um
frasco Eppendorf sem RNase contendo 1 ml de reagente TRIzol
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e incubou-se a
temperatura ambiente durante 5 minutos. O material lisado foi
transferido para um homogeneizador QIAshredder (Qiagen, Valencia,
CA, EUA) e centrifugado a 12.000 g durante dois minutos. Material
lisado homogeneizado foi transferido a um frasco Eppendorf novo sem
RNase contendo 200 pL de cloroférmio (Fisher Scientific, Hampton,
NH, EUA), agitado vigorosamente durante 15 segundos, e incubou-se a
temperatura ambiente durante 3 minutos. As amostras foram em seguida
centrifugadas a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C, resultando numa
separacao de 3 fases. A fase supra aquosa contendo RNA (cerca de 600
pL) foi cuidadosamente pipetada e transferida para um novo frasco
Eppendorf. Um volume igual de etanol 70% em &gua deionizada livre de
RNase foi adicionado a cada amostra e bem misturado por vortex. RNA
isolado foi purificado usando o kit de purificagdo de RNA TRIzol Plus
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. 1 pL de RNA purificado foi analisado com a
NanoDrop One® (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) para
determinar rendimento e pureza do RNA.

Sintese de cDNA e gRT-PCR:

Bibliotecas de cDNA foram geradas utilizando o kit Omniscript
Reverse Transcriptase (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e primer
Oligo(dT)12.18 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. 200 ng de RNA purificado foi
utilizado em cada reacdo de transcriptase reversa. qRT-PCR foi
realizada em reagGes de 20 pL em triplicatas usando 1L de cDNA e kit
TagMan Gene Expression Master Mix com uracila-N glicosilase (UNG)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Primers TagMan (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) para os seguintes genes alvos foram
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analisados: proteina Ossea morfogenética 4 (BMP-4), proteina dssea
morfogenética 7 (BMP-7), fator de crescimento transformante 31 (TGF-
B1), fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), interleucina
1-B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), quimiocina ligante 2 (CXCL2), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de transcricdo
relacionados nanico 2 (RUNX2), fator de coagulagdo de protrombina Il
(F2) e fator de von Willebrand (VWF). Conforme recomendado pelo
fabricante, o perfil térmico seguinte foi usado para reacdes de gRT-PCR
em um sistema de deteccdo de sequencia ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA): ativacdo UNG em 50°C durante 2
minutos, ativacdo polimerase em 95°C durante 10 minutos, PCR (40
ciclos) em 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto.

Histologia 6ssea

Coleta do tecido e preparagéo:

O tecido dsseo, apds o periodo de cicatrizacdo de 60 dias foi
colhido com trefina e fixado em paraformaldeido durante 3 dias a 4°C e
entdo transferido para solucdo salina e armazenado a 4°C. Os tecidos de
maxila e mandibula (um por paciente) foram desmineralizados em &cido
etilenodiaminotetracético 0.5 M (EDTA) (Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA), pH 7.6, durante 9 semanas sob agitacdo suave continua em
um balango a 4°C. EDTA foi trocado 3 vezes por semana. As amostras
foram transferidas para solucdo salina nova e subsequentemente
embebidos em parafina para seccionamento histologico.

Cortes seriados de espessura de 6 um foram montados para
coloragdo histolégica com hematoxilina e eosina (H&E), fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP), e picrosirius red (PSR). Previamente a
todos os procedimentos de coloracéo, as seccGes foram desparafinadas
em 3 trocas de xilenos (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante
3 minutos, e reidratado numa série de etandis (Decon Labs, King of
Prussia, PA, EUA) diluicdes conforme a seguir, duas trocas a cada dois
minutos: 100%, 95%, 80%, 70% e 50%. Apds a conclusdo de cada
procedimento de coloragdo, amostras foram desidratadas numa série de
diluigdes de etandis conforme a seguir, uma troca a cada um minuto:
70%, 90% e 100%.

Finalmente, as amostras foram clarificadas, em 3 trocas de
xileno durante 3 minutos cada. As amostras foram deixadas secar e
montadas em laminula usando duas gotas do meio de montagem Acrytol
(Lieca Biosystems, Richmond, IL, EUA).
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Hematoxilina e eosina (H&E):

Apos desparafinizacdo e reidratagdo, amostras de H&E foram
coradas com Gill #3 hematoxilina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
durante 5 minutos e transferidas para dgua de torneira corrente por um
periodo adicional de 5 minutos. As amostras foram diferenciadas em
acido alcodlico 1% (1% 12N HCI (Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) em etanol 70% durante 5 minutos e seguido por agua de torneira
corrente durante 5 minutos. As amostras foram contrastadas durante 10
minutos em 0.5% wi/v Eosin Y aquoso (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) seguido de uma lavagem de 5 minutos em &gua de torneira
corrente. As amostras foram em seguida desidratadas e montadas para
imagiologia.

Picrosirius Red (PSR):

Apos desparafinizagdo e reidratacdo, amostras de PSR foram
coradas em solucdo de Sirius Red 0.1% em solucdo aquosa saturada de
acido picrico (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA)
durante 30 minutos. As amostras foram entdo lavadas em 3 mudancas de
agua de torneira acidificada [0.5% acido acético glacial (Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA)] durante 5 minutos cada. As amostras
foram entéo lavadas durante 90 minutos, em agua da torneira antes de
desidratar e montar para imaginologia.

Fosfatase 4cida resistente ao tartarato (TRAP):

Solugdes tampdo |, Il, 11l e IV foram preparadas como segue
para a coloracdo TRAP. Tampédo |: acetato de so6dio 0.1 M (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), &cido tartarico 0.05 M L-(+) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em agua deionizada acidificada (2.8 mL
acido acético glacial por 950 mL de agua). O pH final foi ajustado a 4,9
com hidréxido de sédio 5 M (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA).
Tampao II: fosfatase Naphthol AS-BI 0.05 M em éter de etileno glicol
monoetilico (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Tampao IlI: nitrito
de sodio 0.75 M (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em agua
deionizada. Tampdo IV: cloridrato de pararosanilina 0.15 M em &cido
cloridrico 2 N (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) aqueceu-se a
60°C durante 5 minutos e filtrado através de papel Kimwipes (Kimberly-
Clark, Irving, TX, EUA).

Duas jarras de Coplin foram preenchidas com 50 ml de Tampao
| e aqueceu-se a 37°C numa incubadora. Apds desparafinizacdo e
reidratacdo, as amostras foram colocadas em agua de torneira corrente
por dois minutos seguido por agua deionizada durante um minuto. 0.5m
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L de Tampé&o Il foi adicionada a primeira jarra de Coplin contendo
Tampdo | e as amostras foram transferidas para a solucédo e incubou-se a
37°C durante uma hora. Ap6s uma hora, 1 mL do Tampao Ill e 1 mL do
Tampdo IV foram misturados num tubo c6nico e deixou-se incubar a
temperatura ambiente durante dois minutos antes de ser adicionado a
segunda jarra de Coplin contendo 50 ml de Tampéo | fresca e aquecida a
37°C. As amostras foram transferidas para a segunda jarra de Coplin e
incubou-se a 37°C durante 12 minutos, seguido por 3 mudancas de agua
deionizada durante 2 minutos. 10-20uL de Gill #3 hematoxilina diluido
1:4 com agua deionizada foi pipetada para cada sec¢do de tecido por 3-5
segundos antes de ser transferido para a dgua corrente da torneira.

Por fim, as amostras foram enxaguadas com 2 trocas de agua
deionizada durante 2 minutos cada antes de ser desidratada, clareada em
xilenos e montado para imaginologia.

Imaginologia:

As imagens das laminas de H&E e PSR foram obtidas de um
microscopio éptico Olympus BX61 (Center Valley, PA, EUA) a 4, 10 e
20 vezes de magnificacdo. As imagens das amostras de H&E foram
obtidas em modo de campo claro e capturadas com a camera digital
Hamamatsu ORCA RC CMOS (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Japdo) e velocidade controlada pelo software Velocity
(Improvision, Coventry, Reino Unido). As imagens das amostras de
PSR foram obtidas a partir de configuracBes idénticas para cada
ampliagdo no modo de campo claro com um condensador de luz
polarizada.

As imagens das amostras de TRAP foram obtidas de um
microscépio optico Olympus BX40 (Center Valley, PA, EUA) a 4, 10 e
20 vezes de magnificacdo em modo de campo claro e capturados com a
camera digital QColor3 (Olympus, Center Valley, PA, EUA) com
velocidade controlada pelo software QCapture Pro 7 (Q Imaging,
Surrey, BC, Canada).

Analise estatistica

gRT-PCR:

Os dados gRT-PCR foram processados usando o método
comparativo Cr (2“"). Expressdo relativa média dos genes, fold
change e desvio padrdo foram determinados. Analise estatistica foi
realizada inicialmente usando one-way ANOVA para testar qualquer
diferenca significativa entre os grupos. Se o0s resultados foram
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significativos (p<0,05), utilizou-se 0 teste t para determinar as
diferencas especificas entre as médias (com correcdo de Bonferroni para
considerar comparagdes mdultiplas) para comparar as diferencas
especificas entre os grupos com o software JMP Pro 11 (SAS, Cary, NC,
EUA).

Histologia 6ssea:

Anélise histomorfométrica foi realizada nas amostras de H&E e
PSR para determinacéo da area dssea total e distribuicdo da intensidade
do sinal de cor, respectivamente. As amostras de H&E e PSR foram
capturadas em ampliacdo de 4 vezes e montadas em uma imagem
composta de toda a amostra, criada pelo software Photoshop (Adobe
Systems, San Jose, CA, EUA).

Nas imagens de H&E, um filtro binério da éarea de tecido total
foi criado selecionando a area de tecido com a ferramenta de selecéo
rapida e convertendo em preto o tecido 6sseo, com a area restante da
selecdo convertida em branco. As areas dos filtros de tecidos foram
calculadas no software ImageJ (NIH, Bethesda, MA, EUA) e a
porcentagem de 0sso em cada amostra de tecido foi calculada.

As imagens de PSR foram analisados utilizando um algoritmo
gerado personalizado em Matlab R2016a (Mathworks, Natick, MA,
EUA). As imagens de PSR foram convertidas para o sistema de cores
HSV (H — Matiz, S — Saturagdo, V — Valor), usando o aplicativo de
limiar de cores. Area total de cores de pixels foi determinada pelo limiar
da imagem com configuragbes H, S e V de 0-1, 0-1 e 0.117-0.964,
respectivamente e criado um filtro binario. Areas de cores definidas
como vermelho, amarelo e verde foram determinadas pelo limiar do
canal H — Matiz como se segue: Vermelho (0,871-0,128), Amarelo
(0,128-0,203) e Verde (0,202-0,463). O cédigo gerado automaticamente
usando o aplicativo de limiar de cor foi usado para processar todas as
imagens com os mesmos filtros HSV. O percentual de éarea de
Vermelho, Amarelo e Verde foi regulado pelo sinal de cor total e
calculado para cada amostra. O colageno corado em vermelho significa
uma matriz com fibras mais densas ou compactas e os corados em
verde, tem as fibras mais frouxas (49,50).

Nas imagens de TRAP, os osteoclastos foram contados em
areas com coloragcdo TRAP positiva que também continham pelo menos
dois nucleos. O numero de células de revestimento &sseo foi
determinado para estimar a atividade de osteoblastos de cada amostra
contando nucleos sem coloracdo TRAP que estavam nas superficies
Osseas. Osteoblastos e osteoclastos foram contados nas amostras com
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uma ampliacdo de 20 vezes para uma precisdo melhorada e toda a
amostra foi contada por exploracdo sistematica de toda a lamina. A area
6ssea total foi mensurada da mesma maneira que as amostras de H&E
para calcular a quantidade de osteoblastos e osteoclastos por milimetro
guadrado.

Andlise estatistica da area 6ssea (H&E), distribuicdo de cor
(PSR) e contagem de osteoblastos e osteoclastos (TRAP) foi realizada
inicialmente usando one-way ANOVA para testar qualquer diferenca
significativa entre os grupos. Se os resultados foram significativos
(p<0,05), utilizou-se o teste t para determinar as diferencgas especificas
entre as médias (com correcdo de Bonferroni para considerar
comparagdes maltiplas) para comparar as diferencas especificas entre os
grupos com o software JMP Pro 11 (SAS, Cary, NC, EUA).

Resultados

Reacdo de transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativo (QRT-PCR)

Os seguintes genes alvos foram analisados: fator de crescimento
transformante B1 (TGF-B1), fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGFA), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), proteina
Ossea morfogenética 4 (BMP-4), proteina 6ssea morfogenética 7 (BMP-
7), fator de transcrigéo relacionados nanico 2 (RUNX2), interleucina 1-f
(IL-1B), quimiocina ligante 2 (CXCL2), interleucina 6 (IL-6), fator de
von Willebrand (VWF) e fator de coagulacdo de protrombina Il (F2).
Esses fatores foram escolhidos devido a importancia em cicatrizaco nas
primeiras 24 horas.

Na analise de fatores de crescimento ndo houve diferenca
significativa na expressdo de VEGFA entre os tratamentos comparado
ao controle (1,02 + 0,18 e 0,89 + 0,11 fold change comparado ao
controle para GEU e GTO, respectivamente). Contudo, a expressao de
TGF-B foi significativamente reduzida em GTO (0,61 + 0,07)
comparado ao controle (Fig. 1). Além disso, a expressdo de PDGF foi
significativamente reduzida nos grupos GTO (0,26 + 0,07) comparados
a GEU (0,78 + 0,17), embora ndo haja diferenca significativa quando
ambos sdo comparados ao controle (Fig. 2). Os fatores de crescimento
BMP4, BMP7 e RUNX2 néo foram detectados.

A anélise de marcadores de inflamagao indicou que tratamento
com GTO levou a uma diminuicéo significativa da expressdo de CXCL2
(Fig. 3) e IL-6 (Fig. 4) comparado ao controle (0,46 + 0,07 e 0,35 + 0,1
para CXCL2 e IL-6, respectivamente). Além disso, houve uma
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diminuigdo significativa na expressdo de IL-1p (Fig. 5) no grupo GTO
(0,79 + 0,17) comparado ao GEU (1,62 + 0,27).

Por ultimo, a analise de fatores de coagulagcdo demostrou que
tratamento com GEU levou a um aumento significativo na expressao de
VWF comparado a GTO (2,04 + 0,44 e 0,81 + 0,26 para GEU e GTO,
respectivamente) (Fig. 6). Trombina (F2) ndo foi detectada em nenhuma
amostra.
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Figura 1: Fold change do fator TGF-B1. Teste t mostrou diferenga de GTO em
relacdo a CON e GEU
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Figura 2: Fold change do fator PDGF. GEU e GTO significante com correcéo
Bonferroni. CON e GTO diferente com teste t.
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Figura 3: Fold change do fator CXCL2. CON e GTO significantes com correcéo
Bonferroni.
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Figura 4: Fold change do fator IL-6. CON e GTO significantes com correcéo
Bonferroni. GEU e GTO diferente com teste t.
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Figura 5: Fold change do fator IL-1B. GEU e GTO significante com corre¢io
Bonferroni.
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Figura 6: Fold change do fator VWF. GEU e GTO significante com correcéo
Bonferroni. CON e GEU diferente com teste t.

Histologia dssea

Laminas histoldgicas foram montadas para coloragdo
histolégica com hematoxilina e eosina (H&E), picrosirius red (PSR) e
fosfatase 4cida resistente ao tartarato (TRAP).

A avaliacdo das laminas de H&E determinou o percentual da
area Gssea presente em relagdo ao total de tecido presente na imagem. O
grupo CON (49,9%) teve diferenca estatisticamente significante em
relacdo a GEU (28,8%). O grupo GTO teve 39,9% de tecido 6sseo na
lamina e ndo foi estatisticamente diferente do controle (Fig. 7). Uma
andlise qualitativa da amostra de GEU também revelou um alto nimero
de plaquetas e tecido conjuntivo frouxo comparado ao controle (Fig. 8).

Na avaliacdo das laminas com PSR, que determinou a
distribuicdo do sinal das cores vermelho, amarelo e verde, obtiveram-se
0s seguintes percentuais em cada grupo respectivamente: CON (70,1 +
4,2/27,1 + 3,5/4,4 + 1,2), GEU (66,2+ 3,8/29,8 + 1,4/6,3 + 2,3) e GTO
(73,4 + 57/251 + 49/29 + 1,5 (Fig. 9). Nao houve diferenca
estatisticamente significante, porém ha uma tendéncia, embora nao
significativa, do GTO ter mais colageno maduro/organizado comparado
com GEU quando uma analise qualitativa é feita. H4 maior evidéncia de
um tecido 6sseo imaturo (“woven”/reticular) em GEU comparado com
GTO que apresenta mais tecido 6sseo maduro (lamelar) (Fig. 10).
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A avaliacdo das laminas de TRAP calculou a média da
guantidade de osteoclastos por milimetro quadrado em cada lamina. O
grupo GEU (1,02 + 0,13) apresentou diferenca estatisticamente
significativa no numero de osteoclastos em relagdo ao GTO (0,29 +
0,12) (p<0,005), embora ndo tenha sido diferente do controle (0,78 +
0,57) (Fig. 11).
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Figura 7: Avaliagdo da area 6ssea nas laminas de H&E. CON e GEU diferente
estatisticamente com teste t.



Figura 8: Analise qualitativa das amostra coradas em H&E com aumento 4x.



46

Distribuicao Sinal de Cor
125%

= Verde Amarelo B Vermelho

100% o = B

75%
- I I
0% T T
CON GEU GTO

Figura 9: Distribuicdo do sinal das cores nas laminas de PSR. Sem diferenga
estatistica.
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Figura 10: Andlise qualitativa das amostra coradas com PSR com aumento 4x.
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Figura 11: Contagem de osteoclastos nas laminas de TRAP. GEU e GTO
diferente estatisticamente com teste t.
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Discussao

O presente estudo analisou a atividade de fatores de
crescimento e histomorfometria Ossea em alvéolo de extracdo de
individuos tratados com suplementacdo dietética buscando avaliar as
mudancas em alvéolos de extracdo em humanos. Tema esse que vem
despertando o interesse de cirurgifes-dentistas em relacdo as condicoes
Osseas para instalacdo de implantes dentérios e estética gengival. N&o
foi encontrado na literatura cientifica internacional modelo de
experimento semelhante a este que avaliou a utilizacdo desses
suplementos em seres humanos. Grande parte dos estudos até entdo foi
realizado em ratos e in vitro.

A suplementacdo com extrato de semente de toranja, que
contém naringenina e hesperidina, demonstrou uma diminuicdo
estatisticamente significante nos fatores de crescimento TGF-f1 em
relacdo ao grupo controle, e PDGF em relagdo somente ao grupo GEU.
Diminuicdo também encontrada no marcador inflamatérios IL-1B, em
relacdo ao grupo GEU; CXCL2 e IL-6 tiveram ambos diminui¢do em
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relagdo ao grupo controle. A diminuicdo do nivel de TGF-B1 ja foi
relatada em estudos em ratos para tratamento de doenca renal,
pancredtica e cancerigena (20,24-26,31). Assim como também foi
relatada a diminuicdo de PDGF em ratos tratados para fibrose hepética
(19). Os resultados dos marcadores inflamatérios corroboram com
outros estudos em ratos (23,27-30). Esses resultados estdo em acordo
com a literatura sobre o uso de toranja que suporta algum efeito anti-
inflamatdrio e de proliferacdo e formagdo de tecido conjuntivo, visto
gue essas sao interleucinas de grande atividade no processo
inflamatdrio. TGF-p1 ¢ PDGF sdo de importancia vital na formacgéo
Ossea (17-19,22,24).

O grupo testado com extrato de semente de uva, que contém
proantocianidinas, teve um aumento no valor do fator de coagulagédo
VWEF em relagdo ao grupo GTO. Outro estudo in vitro avaliou os efeitos
da proantocianidina na inibicdo seletiva da expressdo da molécula de
adesdo celular demonstrando uma diminuicdo dos valores de VWF (51).
Porém, esse estudo foi feito in vitro e observou o efeito em células sob
condi¢des diabéticas e que expressam grande quantidade de inflamacéo.
Outro estudo foi feito in vivo e observou o efeito de extrato de uva em
um modelo animal (rato) de trombose vascular. Foi concluido que o
extrato reduz trombose por diminuir fatores como molécula de adeséao
celular e VWF (52). O aumento deste fator em nosso estudo pode
sugerir uma tentativa de alcancar uma melhor coagulacdo sanguinea,
visto que, ha maior inflamacdo na &rea no grupo tratado com essa
suplementacdo. N&o esta claro por que h& mais plaquetas nas amostras
de GEU.

Embora ndo significante, ha uma tendéncia de IL-1p ¢ IL-6 ser
maior em GEU em relacdo ao grupo controle. Com maior nimero de
amostras é possivel que essa diferenca se mostre significativa. O
aumento nesses fatores inflamatdrios no presente estudo, ndo vai de
acordo com estudos feitos em animais (38,53). Porém, a maioria dos
estudos lida com uma quantidade maior de extrato/kg por dia, 0 que
influenciaria a resposta celular.

Os fatores BMP-4, BMP-7, RUNX2 e F2 de coagulacdo
tiveram valores insuficientes e ndo foram detectados nas amostras.
Sugerimos que em razdo do pouco tempo, cerca de 24 horas entre a
extracdo do dente e a coleta do codgulo, ndo foi suficiente para que
houvesse a expressdo desses fatores.

Essas mudancas nos valores de fatores de crescimento se ddo
somente em nivel genético e ndo necessariamente em nivel de proteinas
no coagulo.
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A anélise histomorfométrica das Idminas de H&E mostrou uma
diminuicdo estatisticamente significante do percentual de tecido 6sseo
no total de tecido presente nas amostras do grupo GEU comparado ao
grupo CON. Outros estudos em ratos que avaliaram o efeito de
suplementacdo de proantocianidina, demonstraram aumento de massa
Ossea, resisténcia e formacdo dssea (32-37). Entretanto, todos esses
estudos in vivo realizaram testes diferentes dos utilizados por esse
experimento, utilizando diferentes modelos de animais, dose
suplementada e modelos de doencas, o que dificulta a comparacéo.
Contudo, nossos resultados vao contra nossa hipétese inicial de que
haveria um efeito positivo no emprego de GEU na cicatrizacdo do
alvéolo. GTO ndo mostrou diferenca na quantidade de formagdo dssea,
também rejeitando a hipotese.

N&o houve diferenca estatisticamente significante nas laminas
de PSR, a qual calculou a distribuicdo de sinais de cores presente nas
amostras. Contudo, hd menos deposicdo de colageno, pois observa-se
menos fibras compactadas no grupo GEU quando comparado aos
demais grupos.

A contagem de osteoclastos nas laminas de TRAP demonstrou
um aumento estatisticamente significante na sua quantidade por
milimetro quadrado no grupo GEU quando comparado ao grupo GTO.
O grupo CON demonstrou uma alta varia¢do, de acordo com o desvio
padrdo do grupo. Um estudo em ratos avaliou o efeito de
proantocianidina na artrite  reumatoide e seu uso melhorou as
manifestacOes da artrite ao suprimir simultaneamente a diferenciacéo
dos osteoclastos e promover a diferenciacdo dos osteoblastos (39). Este
resultado sugere uma maior remodelacdo dssea dos individuos
suplementados com proantocianidina. A presenca de inflamagdo local
pode afetar a quantidade de osteoclastos como reportado (54).

De uma maneira geral, na analise histolégica o grupo GEU
demonstrou uma diminuig¢do da formacao 6ssea local, pois observamos
0SS0 muito imaturo e menos denso. Além disso, ha muito mais plaquetas
e tecido fibroso nos sitios.

A constante remodelacdo do tecido Gsseo proporciona um
mecanismo de cicatrizacdo sem sequelas e regeneracdo de tecido 6sseo
danificado, que resulta na requintada microarquitetura lamelar do 0sso
cortical e trabecular maduro (55). Essa remodelagéo inicial se d& no
formato de osso reticular, que amadurece para 0sso trabecular ou
cortical maduro. Dentro do alvéolo de extracdo, laminas que avaliam
essa cicatrizacdo inicial abrigavam osteoclastos, que também foram
observadas dentro dos canais de VVolkmann e indicaram que 0 processo
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de remodelagdo desse tecido 6sseo particular estava em andamento. Ao
passo que no decorrer do processo de remodelacdo o tecido Gsseo
reticular é substituido por tecido 6sseo lamelar (3,4,56). A imaturidade
estrutural observada com o grupo GEU pode ser indicativa de réapida
remodelacdo e portanto o 0sso reticular ndo atinge a maturidade, ja que,
maior quantidade de osteoclastos estd presente comparado a outros
grupos e estes constantemente remodelando o 0sso recém formado.

A qualidade 6ssea ndo foi testada nesse estudo, porém e
possivel que a maturacdo Ossea seja alcancada no grupo GEU com mais
tempo de cicatrizacdo. Isto deverd ser avaliado em futuros estudos por
uso de tomografia computadorizada ou biopsia do tecido 6sseo apds
mais tempo de cicatrizagao.

A dificuldade de compreensdo dos resultados encontrados nesta
pesquisa demonstra que esses dados devem ser observados com cautela,
pois a biologia déssea de um alvéolo de extracdo é bastante complexa.
Assim, o presente estudo desperta o interesse no entendimento das
mudancas que 0s suplementos alimentares podem promover na
cicatrizacdo alveolar imediata, necessitando da continuidade de
experimentos que possam validar os reais beneficios do uso destes
Compostos.

Conclusao

Houve um impacto significativo de suplementos dietéticos
especificos na cicatrizacdo de alvéolos de extracdo com diminuicdo dos
marcadores inflamatérios em GTO e formacdo 0ssea atrasada observada
em GEU.

S&o necessarios outros estudos nesta linha de pesquisa, para que
se possa compreender adequadamente as modificagcdes que ocorrem nos
alvéolos de extracdo em pacientes que fazem o uso de suplementos
alimentares.
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CAPITULO YV
Metodologia expandida

Selecdo da amostra:

Ap6s aprovacdo do projeto pela Comissio Nacional de Etica
em Pesquisa (Parecer CONEP 740.532) e do Intitutional Review Board,
localizado na Universidade da Pensilvania, EUA, foram selecionados
pacientes adultos do sexo masculino, que necessitavam da extracdo de
elemento dental e instalacdo de implantes orais, de modo a possibilitar a
reabilitaco protética. Foram excluidos os pacientes que apresentavam
historico de quimioterapia ou radioterapia de cabeca e/ou no pescogo,
doenca periodontal prévia, etilicos, histéria de terapia com
bisfosfanatos, diabéticos descompensados, fumantes e/ou que
apresentem qualquer contraindicacao para cirurgia oral.

Os pacientes foram triados na clinica odontoldgica do Centro de
Estudos em Implantes Dentarios (CEPID) do Departamento de
Odontologia da Universidade Federal de Santa Catarina. Todos 0s
pacientes submetidos a pesquisa assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido autorizando sua participacdo e coleta dos dados
clinicos e histoldgicos.

Foram formados trés grupos de acordo com o tipo de
fitoquimico utilizado:

e GRUPO 1 (GEU): Extrato de semente de uva
[Proantocianidinas]

e GRUPO 2 (GTO): Extrato de semente de toranja
[Naringenina/Hesperidina]

e GRUPO 3 (CON): Grupo controle [nenhum
fitoquimico]

Cada modalidade de tratamento [PA, NA/HE e grupo controle]
foi realizado em 10 pacientes, aleatoriamente distribuidos nos grupos.
Pacientes do grupo GEU ingeriram 300mg do fitoquimico por 3 vezes
ao dia (Grape Seed Extract, GNC, Pittsburg, PA, EUA) e 0s pacientes
do grupo GTO ingeriram 250mg por 3 vezes ao dia (Grapefruit Seed
Extract, Nature’s Way, Springville, UT, EUA). Os pacientes do grupo
controle ndo receberam nenhum fitoquimico. Os pacientes iniciaram a
ingestdo de fitoquimicos duas semanas antes da cirurgia de extracdo
dental e mantiveram esse regime por mais oito semanas apds a extragao,
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totalizando 10 semanas de uso, at¢ o momento da instalacdo do
implante.

Procedimentos cirdrgicos:

Cirurgia | — Extragéo dental e coleta material do alvéolo:

Antes da extracdo do elemento dental, cada paciente foi
submetido aos procedimentos de assepsia intra-bucal com bochecho de
solucdo de gluconato de clorexidina 0,12% (Periogard, Colgate, Sao
Paulo, SP, Brasil), 15 ml, por 1 minuto e assepsia extra-bucal com
digluconato de clorexidina 2% (Riohex 2%, Rioquimica Industria
Farmacéutica, S8o José do Rio Preto, SP, Brasil). Anestesia local foi
executada com cloridrato de mepivacaina 2% com epinefrina 1:100,000
(Mepiadre 100, Nova DFL, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), por meio de
técnicas anestésicas infiltrativas e bloqueios regionais.

A exodontia foi realizada de maneira conservadora de modo a
preservar as paredes remanescentes do alvéolo. Apds curetagem intensa
e irrigacdo copiosa do alvéolo, foi obtida a hemostasia e o local
preenchido com uma membrana (Collagen Plug, Zimmer, Carlsbad, CA,
EUA) e suturado com fio de seda trangado 4-O (Seda 4-0 Ethicon,
Johnson & Johnson, S&o Paulo, SP, Brasil) para isolar o ferimento da
cavidade oral. Os participantes foram instruidos quanto aos cuidados
pos operatorios, incluindo medicacdo com paracetamol 750mg (Tylenol
750, Johnson & Johnson, Séo Paulo, SP, Brasil) a cada 8 horas durante 5
dias.

Ap6s 24 horas da extracdo dos dentes, todos os pacientes
retornaram para a coleta do material biolégico para analise dos fatores
de crescimento. Sob anestesia local, foi removida a sutura e a membrana
Collagen Plug, juntamente com uma pequena quantidade do codgulo no
interior do alvéolo. O local foi novamente suturado com fio de seda
trancado 4-0 (Seda 4-0 Ethicon, Johnson & Johnson, S&o Paulo, SP,
Brasil) ap6s a remocdo da amostra. Tal conduta podera gerar pequeno
desconforto pos-operatorio, contudo o paciente ja estara sob efeito de
medicagdo analgésica. O espécime de bidpsia foi imediatamente
colocado em solucdo para estabilizacdo do RNA (RNAlater, Ambion,
Austin, TX, EUA), para o transporte evitando a degrada¢do do material.

Cirurgia Il — Bidpsia 6ssea e instalacdo do implante dental:

Sessenta dias ap6s a extracdo dental, os pacientes foram
novamente chamados para novo procedimento cirlrgico. Cada paciente
foi submetido ao mesmo protocolo cirdrgico de assepsia intra-bucal e
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assepsia extra-bucal. Anestesia local foi executada por meio de técnicas
anestésicas infiltrativas e bloqueios regionais. Um retalho de espessura
total foi levantado e um espécime dsseo cilindrico de 3mm por 6mm foi
obtido pelo uso de uma broca trefina. As amostras dsseas foram colhidas
e fixadas em paraformaldeido durante 3 dias a 4°C e entdo transferido
para solucdo salina e armazenado a 4°C.

Imediatamente apds a bidpsia, os implantes (Cone Morse
Universal 1l, Implacil De Bortoli, S0 Paulo, SP, Brasil) foram
instalados conforme o protocolo estabelecido pela empresa e as
condicdes Osseas avaliadas em tomografia computadorizada do Cone
Beam. O éarea cirurgica foi suturado com fio de seda trancado 4-0 (Seda
4-0 Ethicon, Johnson & Johnson, Séo Paulo, SP, Brasil) para estabilizar
o retalho.

Os participantes foram instruidos quanto aos cuidados poés
operatorios, incluindo medicagdo com: amoxicilina 500mg (Amoxil
500, GSK, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a cada 8 horas durante 7 dias;
clindamicina 600mg (Dalancin C 300mg, Pzifer, Guarulhos, SP, Brasil)
a cada 8 horas por 7 dias, se alérgico & penicilina; nimesulida 100mg
(Scaflam 100, Mantecorp, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) a cada 12 horas
por 5 dias e paracetamol 750mg (Tylenol 750, Johnson & Johnson, S&o
Paulo, SP, Brasil) a cada 8 horas durante 5 dias.

As suturas foram removidas 7 dias apds a cirurgia e 0s
pacientes foram acompanhados. Nenhum implante teve falha na
osseointegracdo e todos 0s pacientes receberam a reabilitagdo protética.

Reacdo da transcriptase reversa sequida de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativo (QRT-PCR):

Isolamento RNA:

Amostras de tecidos foram colhidas e armazenadas em frascos
Eppendorf RNAlater (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e
congelado a -20°C. Durante o isolamento, todas as superficies e
instrumentos foram tratados com RNase Away (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) para evitar a degradacdo do RNA e contaminagdo
de DNA. As amostras foram descongeladas e finamente picados com
tesouras cirdrgicas limpas e transferido para um frasco Eppendorf sem
RNase contendo 1ml de reagente TRIzol (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) e incubou-se a temperatura ambiente durante 5
minutos. O material lisado foi transferida para um homogeneizador
QlAshredder (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e centrifugado a 12.000g
durante dois minutos. Material lisado homogeneizado foi transferido a
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um frasco Eppendorf novo sem RNase contendo 200uL de cloroférmio
(Fisher Scientific, Hampton, NH, EUA), agitado vigorosamente durante
15 segundos, e incubou-se a temperatura ambiente durante 3 minutos.
As amostras foram em seguida centrifugadas a 12.000g durante 15
minutos a 4°C, resultando numa separacdo de 3 fases. A fase supra
aquosa contendo RNA (cerca de 600uL) foi cuidadosamente pipetado e
transferidos para um novo frasco Eppendorf. Um volume igual de etanol
70% em &gua deionizada livre de RNase foi adicionado a cada amostra e
bem misturado por vortex. RNA isolado foi purificado usando o kit de
purificagdo de RNA TRIzol Plus (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. 1uL de RNA
purificado foi analisado com a NanoDrop One® (Thermo Scientific,
Waltham, MA, EUA) para determinar rendimento e pureza do RNA.

Sintese de cDNA e qRT-PCR:

Bibliotecas de cDNA foram geradas utilizando o kit Omniscript
Reverse Transcriptase (Qiagen, Valencia, CA, EUA) e primer
Oligo(dT)12.18 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. 200ng de RNA purificado foi
utilizado em cada reacdo de transcriptase reversa. (RT-PCR foi
realizada em reagdes de 20pL em triplicatas usando 1uL de cDNA e kit
TagMan Gene Expression Master Mix com uracila-N glicosilase (UNG)
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Primers TagMan (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EUA) para os seguintes genes alvos foram
analisados: proteina Ossea morfogenética 4 (BMP-4), proteina dssea
morfogenética 7 (BMP-7), fator de crescimento transformante B1 (TGF-
B1), fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), interleucina
1-B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), quimiocina ligante 2 (CXCLZ2), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de transcricdo
relacionados nanico 2 (RUNX2), fator de coagulacdo de protrombina Il
(F2) e fator de von Willebrand (VWF). Conforme recomendado pelo
fabricante, o perfil térmico seguinte foi usado para reacdes de gRT-PCR
em um sistema de detec¢do de sequencia ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA): ativacdo UNG em 50°C durante 2
minutos, ativagdo polimerase em 95°C durante 10 minutos, PCR (40
ciclos) em 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 1 minuto.

Histologia 6ssea:

Coleta do tecido e preparacao:
O tecido foi colhido e fixado em paraformaldeido durante 3 dias
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a 4°C e entdo transferido para solugéo salina e armazenado a 4°C. Os
tecidos foram desmineralizados em &cido etilenodiaminotetracético 0.5
M (EDTA) (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), pH 7.6, durante 9
semanas sob agitacdo suave continua em um balango a 4°C. EDTA foi
trocado 3 vezes por semana. As amostras foram transferidas para
solucdo salina nova e subsequentemente embebidos em parafina para
seccionamento histoldgico.

Seis cortes seriados de espessura de 1um foram montados para
coloragdo histologica com hematoxilina e eosina (H&E), fosfatase acida
resistente ao tartarato (TRAP), e picrosirius red (PSR). Previamente a
todos os procedimentos de coloracédo, as seccGes foram desparafinadas
em 3 trocas de xilenos (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) durante
3 minutos, e reidratado numa série de etandis (Decon Labs, King of
Prussia, PA, EUA) dilui¢cbes conforme a seguir, duas trocas a cada dois
minutos: 100%, 95%, 80%, 70% e 50%. Apoés a conclusdo de cada
procedimento de coloracdo, amostras foram desidratadas numa série de
diluicdes de etandis conforme a seguir, uma troca a cada um minuto:
70%, 90% e 100%.

Finalmente, as amostras foram clarificadas, em 3 trocas de
xileno durante 3 minutos cada. As amostras foram deixadas secar e
montadas em laminula usando duas gotas do meio de montagem Acrytol
(Lieca Biosystems, Richmond, IL, EUA).

Hematoxilina e eosina (H&E):

Apos desparafinizacdo e reidratagdo, amostras de H&E foram
coradas com Gill #3 hematoxilina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
durante 5 minutos e transferido para agua de torneira corrente por um
periodo adicional de 5 minutos. As amostras foram diferenciadas em
acido alcodlico 1% (1% 12N HCI (Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) em etanol 70% durante 5 minutos e seguido por agua de torneira
corrente durante 5 minutos. As amostras foram contrastadas durante 10
minutos em 0.5% wi/v Eosin Y aquoso (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) seguido de uma lavagem de 5 minutos em agua de torneira
corrente. As amostras foram em seguida desidratadas e montadas para
imagiologia.

Picrosirius Red (PSR):

Apos desparafinizagdo e reidratacdo, amostras de PSR foram
coradas em solucéo de Sirius Red 0.1% em solucdo aquosa saturada de
acido picrico (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EUA)
durante 30 minutos. As amostras foram entdo lavadas em 3 mudancas de
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agua de torneira acidificada (0.5% acido acético glacial (Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) durante 5 minutos cada. As amostras
foram entdo lavadas durante 90 minutos, em &gua da torneira antes de
desidratar e montar para imaginologia.

Fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP):

Tampédo |, II, 11l e IV foram preparados como segue para a
coloragdo TRAP. Tampdo I: acetato de sddio 0.1M (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), &cido tartarico 0.05M L-(+) (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) em agua deionizada acidificada (2.8mL &cido acético
glacial por 950mL de &gua). O pH final foi ajustado a 4,9 com hidroxido
de sodio 5M (Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Tampéo II:
fosfatase Naphthol AS-BI 0.05M em éter de etileno glicol monoetilico
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Tampao IlI: nitrito de sédio
0.75M (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em 4&gua deionizada.
Tampao IV: cloridrato de pararosanilina 0.15M em &cido cloridrico 2N
(Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) aqueceu-se a 60°C durante 5
minutos e filtrado através de papel Kimwipes (Kimberly-Clark, Irving,
TX, EUA).

Duas jarras de Coplin foram cheios com 50ml de Tampéo | e
aqueceu-se a 37°C numa incubadora. ApoOs desparafinizacdo e
reidratacdo, as amostras foram colocadas em agua de torneira corrente
por dois minutos seguido por agua deionizada durante um minuto.
0.5mL de Tampdo Il foi adicionada a primeira jarra de Coplin contendo
Tampado | e as amostras foram transferidas para a solucao e incubou-se a
37°C durante uma hora. Apds uma hora, 1mL do Tampao Ill e 1mL do
Tampdo IV foram misturados num tubo c6nico e deixou-se incubar a
temperatura ambiente durante dois minutos antes de ser adicionado a
segunda jarra de Coplin contendo 50ml de Tampdo | fresca aquecida a
37°C. As amostras foram transferidas para a segunda jarra de Coplin e
incubou-se a 37°C durante 12 minutos, seguido por 3 mudancas de 4gua
deionizada durante 2 minutos. 10-20uL de Gill #3 hematoxilina diluido
1:4 com agua deionizada foi pipetada para cada seccdo de tecido por 3-5
segundos antes de ser transferido para a agua corrente da torneira.

Por fim, as amostras foram enxaguadas com 2 trocas de agua
deionizada durante 2 minutos cada antes de ser desidratada, clareada em
xilenos e montado para imaginologia.

Imaginologia:
As imagens das laminas de H&E e PSR foram obtidas de um
microscopio éptico Olympus BX61 (Center Valley, PA, EUA) a 4, 10 e
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20 vezes de magnificacdo. As imagens das amostras de H&E foram
obtidas em modo de campo claro e capturadas com a camera digital
Hamamatsu ORCA RC CMOS (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu
City, Japdo) e velocidade controlada pelo software Velocity
(Improvision, Coventry, Reino Unido). As imagens das amostras de
PSR foram obtidas a partir de configuracdes idénticas para cada
ampliagdo no modo de campo claro com um condensador de luz
polarizada.

As imagens das amostras de TRAP foram obtidas de um
microscopio éptico Olympus BX40 (Center Valley, PA, EUA) a 4, 10 e
20 vezes de magnificacdo em modo de campo claro e capturados com a
camera digital QColor3 (Olympus, Center Valley, PA, EUA) com
velocidade controlada pelo software QCapture Pro 7 (Q Imaging,
Surrey, BC, Canada).

Anélise estatistica:

gRT-PCR

Os dados gRT-PCR foram processados usando o método
comparativo Cr (2“T). Expressdo relativa média dos genes, fold
change e desvio padrdo foram determinados. Andlise estatistica foi
realizada inicialmente usando one-way ANOVA para testar qualquer
diferenca significativa entre os grupos. Se os resultados foram
significativos (P<0,05), utilizou-se 0 teste t para determinar as
diferencas especificas entre as medias (com correcdo de Bonferroni para
considerar comparagdes multiplas) para comparar as diferencas
especificas entre os grupos.

Histologia 6ssea

Anélise histomorfométrica foi realizada nas amostras de H&E e
PSR para determinacdo da area 0ssea total e distribuicdo da intensidade
do sinal de cor, respectivamente. As amostras de H&E e PSR foram
capturadas em ampliacdo de 4 vezes e montadas em uma imagem
composta de toda a amostra, criada pelo software Photoshop (Adobe
Systems, San Jose, CA, EUA).

Nas imagens de H&E, um filtro binario da area de tecido total
foi criado selecionando a area de tecido com a ferramenta de selecéo
rapida e convertendo em preto o tecido 6sseo, com a &rea restante da
selecdo convertido em branco. As areas dos filtros de tecidos foram
calculadas no software ImageJ (NIH, Bethesda, MA, EUA) e a
porcentagem de 0sso em cada amostra de tecido foi calculada.
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As imagens de PSR foram analisados no ImageJ para calcular a
distribuicdo da intensidade do sinal das cores vermelho/laranja e
amarelo/verde. A ferramenta de limiar de cor foi utilizada no sistema de
cores HSV para criar uma filtro binario de vermelho/laranja,
amarelo/verde e sinais de cores totais. Todas as amostras foram
fotografadas em configuracdes idénticas e filtros de limiar de cor
aplicados nos mesmos niveis de corte. A porcentagem de sinal
vermelho/laranja e amarelo/verde, regulado pelo sinal de cor total, foi
calculada para cada amostra.

Nas imagens de TRAP, os osteoclastos foram contados em
areas com coloracdo TRAP positiva que também continham pelo menos
dois nucleos. Os osteoclastos foram contados nas amostras com uma
ampliacdo de 20 vezes para uma precisdo melhorada e toda a amostra foi
contada por exploracdo sistematica de toda a I[d&mina. A area dssea total
foi mensurada da mesma maneira que as amostras de H&E para calcular
a quantidade de osteoclastos por milimetro quadrado.
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Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado para participar, como voluntario, em
uma pesquisa. Apoés ser esclarecido sobre as informag@es a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento,
gue esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador
responsavel. Desde logo fica garantido o sigilo das informag6es. Em
caso de recusa vocé ndo serd penalizado de forma alguma.
INFORMAC(DES SOBRE A PESQUISA:

Titulo: EFEITO DE COMPOSTOS NATURAIS NA
REGENERACAO OSSEA: ESTUDO EM HUMANOS

Pesquisador Responsavel: Marco Aurélio Bianchini

Telefone para contato: (48) 3721-9077. Email: bian07 @yahoo.com.br
Pesquisador participante: José Moisés Souza Junior

Telefones para contato: (48) 37219077 / (48) 99510472

Email: dr.josemoises@hotmail.com

Comité de FEtica em Pesquisas com Seres Humanos (CEPSH):
Biblioteca Universitaria Central - Setor de Periddicos (térreo). Telefone:
(48) 3721-9206. Horério de atendimento: das 10:00 hs — 12:00 hs e
14:00 hs — 16:00 hs de segunda a sexta feira.

O CEPSH é um 6rgéo colegiado interdisciplinar, deliberativo,
consultivo e educativo, vinculado & Universidade Federal de Santa
Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para defender
0s interesses dos sujeitos da pesquisa em sua integridade e dignidade e
para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos

Os pacientes selecionados para este estudo deverdo ser do sexo
masculino e apresentar dentes que necessitam da extracdo e posterior
instalacdo de implantes orais, de modo a possibilitar a reabilitacdo
protética implantossuportada.

A pesquisa sera realizada no Centro de Estudos e Pesquisas em
Implantes Dentarios — CEPID; no Centro Cirdrgico da Universidade
Federal de Santa Catarina — CCS — UFSC; e as andlises laboratoriais
serdo realizadas no Intitutional Review Board, localizado na
Universidade da Pennsylvania, EUA.

O objetivo do estudo proposto é avaliar os efeitos da ingestdo
de fitoquimicos (extrato de semente de uva e extrato de semente de
toranja, Vitamin Shoppe, NJ, EUA) na expressdo genética dos fatores de
crescimento. Ainda determinar se a exposi¢do sistémica continua aos
compostos, durante a cicatrizacdo do sitio de extracdo, leva a formagéo
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oOssea de alta qualidade. Essas “melhoras” supostamente levariam a uma
melhor funcdo dos implantes e consequentemente maior longevidade da
reabilitacdo implantossuportada. Os procedimentos necessarios para
pesquisa serdo executados na seguinte sequéncia;

Etapa I: Os elementos dentais condenados serdo extraidos e o alvéolo
suturado (pontos). Apds 24 horas da extracdo dos dentes, uma pequena
guantidade de tecido mole localizada no interior do alvéolo sera
removida, sendo que o local sera recoberto, ap6s a remogao da amostra.
Etapa Il: No dia 60 ap6s a extracdo do elemento dental, uma pequena
amostra de tecido localizada no interior do alvéolo serd removida, e o
implante serd imediatamente instalado no mesmo local onde foi
removida a amostra, ndo oferecendo nenhum prejuizo ou dano adicional
ao paciente. Em todas as etapas serdo adotadas medidas de
biosseguranca de rotina, bem como o emprego do protocolo anestésico e
medicamentoso adequado.

Os principais riscos operatdrios inerentes e potenciais aos
procedimentos cirlrgicos incluem, mas ndo sdo limitados a eles, os
seguintes:

1. Desconforto pds-operatério e edema que pode
necessitar de alguns dias de recuperacdo

2. Sangramento continuado que pode ser prolongado.

3. Infeccdo pobs-operatéria que pode exigir tratamento
adicional.

4. Restricdo da abertura bucal por alguns dias ou
semanas.

5. Estiramento da abertura bucal por alguns dias ou
semanas.

6. Fratura de mandibula.

7. Injuria ao nervo subjacente aos dentes, resultando em
adormecimento ou formigamento do labio, queixo, bochechas, gengiva,
dentes e/ou lingua do lado operado, que pode persistir por semanas,
meses ou, em raras circunstancias, permanente.

8. Comunicacdo com o seio maxilar (uma cavidade
normal localizada acima dos dentes superiores), exigindo cirurgia
adicional.

9. Rejeicdo a materiais implantados (implantes,
membranas, materiais sintéticos)

10. Deiscéncia de sutura expondo a area operada.

11. Nao osseointegracdo dos implantes com a inutilizacdo
dos mesmos. Caso ocorra, estes implantes serdo repostos, ficando o
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CEPID responsavel por esta reposicao, porém nao havera de maneira
alguma devolucéo dos valores previamente combinados.

12. Necessidades de reintervencdo cirtrgicas ou de um
novo planejamento.

13. Os riscos inerentes aos procedimentos da coleta das
amostras incluem apenas um aumento do desconforto pés-operatorio, no
momento da coleta 24 horas. Contudo o paciente ja estara sob efeito de
medicacao analgésica.

Se qualquer condicdo ndo prevista acima ocorrer durante a
cirurgia, confio no julgamento do aluno/professor/assistente — Marco
Aurélio Bianchini e José Moisés de Souza Janior — para realizar
procedimentos adicionais (intervenc@es cirlrgicas, materiais, prescri¢do
de medicacdo, tratamento de infeccdo) sem gastos adicionais. Entendo
que serei ressarcido de todas as despesas decorrentes da participacdo no
estudo, tais como transporte e alimentagdo nos dias em que for
necessaria sua presenca para consultas ou exames.

Estou ciente de que medicamentos, drogas e anestésicos
prescritos podem causar sonoléncia e dificuldade de atengdo ou
coordenacdo, e que alergias podem ser aumentadas com 0 UusO
concomitante de bebidas alcodlicas ou outros medicamentos. Portanto
fui aconselhado (a) a ndo trabalhar e nem operar qualquer veiculo ou
dispositivos perigosos enquanto estiver sob vigéncia de medicamentos e
fou drogas até estar completamente recuperado do efeito dos mesmos,
por, no minimo, 24 horas apos ter sido liberado da cirurgia e recuperado
dos efeitos da medicacao anestésica que me foi dada.

Entendo que durante a pesquisa, sera cobrado apenas o valor
dos implantes e materiais correspondentes a etapa protética. Ndo sera
cobrado o valor referente aos procedimentos de preservacao alveolar
(extracdo e adaptacdo da membrana). Estou ciente que, apds a segunda
etapa, serei encaminhado ao curso de Especializacdo em Implantodontia
CEPID-UFSC para reabilitacdo protética e que deverei arcar com as
despesas usuais de material complementar, laboratério de protese e
pecas que serdo utilizadas na futura protese.

Compreendo que os tratamentos relativos a Implantodontia
envolvem 2 (duas) fases: 12 fase — cirdrgica e 22 fase — protética. A fase
protética devera se iniciar, no minimo 6 meses apo6s a terceira etapa
cirirgica. O intervalo destas fases depende do diagnéstico e
planejamento do meu caso, além da disponibilidade de alunos para a
realizacdo do tratamento em tempo habil. Sendo assim, o periodo
necessario para a realizacdo de todos os procedimentos em
Implantodontia pode variar entre 2 a 4 anos.
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Certifico que tive oportunidade de ler e entender
completamente os termos e palavras contidas no texto acima e me foram
dadas explicacOes referentes a ele e que todos os itens ou declaragtes
foram preenchidos no momento. Também declaro que sei ler e escrever
portugués.

Eu, ,
abaixo assinado, fui informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido o sigilo
das informacdes e que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de
meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data - / /
Assinatura do Sujeito (participante):
Assinatura do pesquisador Responsavel:
Parecer consubstanciado da CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DE COMPOSTOS NATURAIS NA
REGENERACAO OSSEA: ESTUDO EM HUMANOS

Pesquisador: Marco Aurélio Bianchini

Area Tematica: Genética Humana: (Havera envio para o exterior de
material genético ou qualquer material biolégico humano para obtencédo
de material genético, salvo nos casos em que houver cooperagdo com o
Governo Brasileiro;); Pesquisas com coordenacdo efou patrocinio
originados fora do Brasil, excetuadas aquelas com copatrocinio do
Governo Brasileiro;

Versdo: 4

CAAE: 09884612.4.0000.0121

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 740.532

Data da Relatoria: 28/07/2014

Apresentacao do Projeto:

INTRODUCAO "Vaérios compostos que estdo presentes em plantas e
alimentos, tém sido indicados para uma grande variedade de problemas
de salde como inflamagéo, bacteremia e cancer 3-6. Muitos compostos
naturais sdo conhecidos por terem efeitos positivos sobre a resisténcia
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do colageno, massa de tecido e proliferacdo das células. Desses
compostos, os trés tém demonstrado potencial para reduzir a
digestdo/degradacdo do colageno: extrato de semente de uva (contendo
proantocianidinas, PA), extrato da planta gardénia (contendo genipin,
GE) e extrato de toranja (contendo hesperidina, HE e naringenina, NA).
No entanto, seus efeitos sobre a organizacdo de ligagbes cruzadas na
matriz, bem como a funcdo nas células ndo foram claramente
investigados. Com base nos efeitos positivos relatados acima, sugere-se
que os efeitos dos primeiros mecanismos moleculares sobre a expressao
do fator de crescimento e da qualidade de matriz de colageno podem
afetar a formacdo Ossea significativamente, em longo prazo. Enquanto
h& apoio para se recomendar dietas ricas em nutrientes provenientes de
frutas e legumes, sdo limitadas as evidéncias de que fitoquimicos
possam ter algum efeito fisiologico significante. Isto se justifica,
especialmente, pela baixa biodisponibilidade ap6s ingestdo. Ha uma
escassez de pesquisas que demonstrem como a biodisponibilidade
aumentada (através da suplementacdo) podera afetar o corpo humano e,
também os mecanismos de acdo. Deste modo, pesquisas que objetivam
avaliar as atividades biolégicas de fitoquimicos se justificam. Entre os
suplementos fitoquimicos mais consumidos sdo os compostos fendlicos
(a partir de frutas e vegetais) e as terpins (de plantas). Compostos
fendlicos ou flavonoides sdo sub-classificados como antocianidinas,
flavonois, flavanonas, flavonoides, flavonas e isoflavonas. Um dos
flavonoides mais populares disponiveis comercialmente é o de extrato
de semente de uva, o qual ¢ uma mistura de flavonoides chamados
proantocianidinas (PA) em forma de mondmeros e polimeros (também
em magas, uvas, vinho tinto e chocolate). O extrato de semente de uva
tem sido amplamente utilizado com a promessa de ser antimicrobiano,
prevenir a inflamacdo e proteger o sistema cardiovascular.
Recentemente, observou-se que o PA é um agente de ligacdes cruzadas
do colageno tipo I, que ndo impede, porém a colonizacdo bacteriana da
dentina. Outro composto fenodlico disponivel comercialmente é a
flavanona (presente em frutos citricos). HE e NA, ambas as flavanonas
no extrato de toranja, foram estudados em células. HE foi demonstrada
estimular a diferenciacdo dos osteoblastos por meio de ativacdo das
fungdes da proteina morfogenética dssea (BMP), enquanto que NA foi
demonstrada melhorar a massa Gssea em ratos por meio de inje¢des
intra-gastricas. O outro grupo popular de fitoquimicos utilizado em
aplicacdes na salde é de terpins. Neste grupo, a genipin (GE), que é
derivada da fruta Gardénia jasminoides Ellis, é considerada o composto
mais extensamente estudado. A investigacdo neste composto tem-se
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concentrado na sua capacidade de gerar ligagdes cruzadas em materiais
de enxerto, além do seu extenso uso no tratamento da hipertensdo e
prevencdo da diabetes. Por tudo isso, PA, GE e HE/NA poderiam ser
utilizados em condigdes fisioldgicas e/ou patoldgicas (na melhora da
resisténcia dssea mecanica e a degradacdo o enzimatica por meio da
ligagdo cruzada do colageno; e na melhora das funcdes celulares através
da disponibilidade de fatores de crescimento) e supostamente levariam a
uma melhor funcdo e consequentemente qualidade de vida. No campo
de Periodontologia e Implantologia, fitoquimicos podem resultar em
melhoria da remodelacdo dssea, reducdo do progresso da doenca
periodontal por meio do amadurecimento da matriz colagena, regular
secrecdo de fatores de crescimento, e muitas outras funcfes ainda ndo
reveladas. Diante disso o objetivo do projeto proposto é avaliar os
efeitos da ingestdo de PA, GE e HE/NA na expressdo genética dos
fatores de crescimento. Ainda determinar se a exposicdo sistémica
continua aos compostos, durante a cicatriza¢do do sitio de extracdo, leva
a formacdo dssea de alta qualidade. Apds aprovagdo do projeto pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, localizado na
Universidade Federal de Santa Catarina, e do Intitutional Review Board,
localizado na Universidade da Pennsylvania, EUA, serdo selecionados
pacientes adultos do sexo masculino, que necessitam da extracdo do
elemento dental e instalacdo de implantes orais, de modo a possibilitar a
reabilitacdo protética. Os pacientes selecionados para o estudo serdo
distribuidos em quatro (04) grupos de acordo com o tipo de fitoquimico
utilizado: GRUPO 1: Extrato de semente de uva [PA]; GRUPO 2:
Extrato de Gardénia [GE]; GRUPO 3: Extrato de Toranja [NA / HE] e;
GRUPO 4: Grupo controle (nenhum fitoquimico/tratamento, NTx) Cada
tratamento [PA, GE, NA / HE, e grupo controle (NTx)] sera realizado
em 10 alvéolos pos-extracdo. Cada paciente devera ingerir 125 MG do
fitoquimico especifico 3 vezes ao dia com refeicBes (extrato de semente
de uva [PA], extrato de gardénia [GE], e extrato de toranja [NA/HE],
Vitamin Shoppe, NJ, EUA), duas semanas antes da cirurgia e manter
esse regime durante oito semanas ap6s a extracdo (10 semanas totais)
até o momento da instalagdo do implante. Amostras serdo coletadas no
interior do alvéolo - no dia da extragdo (amostra 1) e apds 60 dias da
extracdo (amostra 2). AMOSTRA 1 O espécime de bidpsia sera
imediatamente colocado em RNAlater (Qiagen, CA, EUA), para o
transporte evitando a degradacdo do material. O RNA serd extraido com
o reagente Trizol (Invitrogen, California, EUA) e 2 ;g de RNA total, ira
ser convertido em cDNA usando o kit da transcriptase reversa
Omniscript kit (Qiagen). PCR quantitativo (qQRT-PCR) sera realizado
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utilizando os iniciadores de sequéncia especifica para os fatores de
crescimento de BMP-4 (Hs01041266_m1, Applied Biosystems, CA,
EUA), BMP-7 (Hs00233476_m1, Applied Biosystems), o TGF-beta
(Hs00998133_m1, Applied Biosystems) e PDGF (Hs00964426_ml,
Applied Biosystems). As reacdes serdo preparadas e analisadas em
triplicado por Applied Biosystems StepOnePlusTM  (Applied
Biosystems). O nivel de expressdo de mRNA dos genes de interesse
serdo calculados em relacdo a gliceraldeido-3-desidrogenase (GAPDH)
(Hs02758991 g1, Applied Biosystems) e os dados serdo analisados pelo
2"delta-delta método CT 21. Os participantes serdo acompanhados
durante todo o periodo de cicatrizacdo. AMOSTRA 2 Cada espécime
seré colocado em formalina tamponada a 10% durante trés dias e depois
desmineralizado com 0,5 M EDTA pH 7,4, durante quatro semanas. As
amostras serdo desidratadas em vérias gradacBes ascendentes de etanol
(50-100%), embebido em xilol e embebidos em parafina. Secgdes de 6
microm de cada bloco de parafina serdo cortadas utilizando um
micrétomo Leica RM204 Jung (Leica, Alemanha). As sec¢des serdo
manchadas pelo tricrébmico de Masson para avaliagao histomorfométrica
e por Picrosirius Red (PSR) para avaliar a organizacdo do colageno e
maturacdo. A quantificacdo de cores da PSR sera feito pelo software
Image J (NIH, MA, EUA. Dados de PCR serdo quantificados por One-
Way ANOVA e pelo teste de Kruskall Wallis PSR (JMP, SAS, NC,
EUA). A compreensdo de como agem esses agentes naturais poderia
abrir caminho para desenvolvé-las em terapias para remodelacdo do
tecido em periodontia e outras areas clinicas."

HIPOTESE:  "Compostos naturais ou fitoquimicos tém sido
amplamente utilizados no tratamento de diversas patologias desde a
bacteremia até o cancer. In vitro, observa-se que alguns compostos
afetam a proliferacdo de células, aumentam a massa de tecido e
promovem a ligacdo cruzada do colageno no tecido conjuntivo. Os
mecanismos por tras dessas funcfes ainda ndo foram descobertos e as
pesquisas estdo apenas nos seus passos iniciais. Diante de tais efeitos
positivos observados in vitro e a disponibilidade de tais compostos para
0 consumo humano, o efeito de doses fisioldgicas em células e matriz
tecidual in vivo devem ser exploradas. Com base nos dados atuais,
pode-se supor que certos compostos naturais afetam 0sso ndo s6 pela
sua capacidade ndo enzimatica de criar ligacfes cruzadas no colageno,
mas também pela capacidade de alteracdo das respostas celulares como
mudancas na disponibilidade de fatores de crescimento. Este estudo
piloto ir4 abordar os seguintes objetivos especificos: 1. Seres humanos
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irdo ingerir compostos naturais diariamente antes da extracdo dental até
a colocacdo do implante dentario. Através de bidpsias de tecido
conjuntivo alveolar/osso, alguns fatores de crescimento importantes para
a manutencao e reparacao, ou seja, proteina morfogenética 6ssea (BMP)
4 e 7, fator de transformacdo do crescimento (TGF)-beta, e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ird ser testada por meio de
expressao dos genes 24 hs apds extracdo dentaria. 2. Qualidade dssea
sera acessada antes da colocacdo do implante no dia 60, por meio de
analises histoldgicas de colageno. A compreensdo de como agem esses
agentes naturais poderia abrir caminho para desenvolvé-las em terapias
para remodelacdo do tecido em periodontia e outras areas clinicas."
METODOLOGIA: "Ap6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos, localizado na Universidade Federal
de Santa Catarina, e do Intitutional Review Board, localizado na
Universidade da Pennsylvania, EUA. Os pacientes serdo triados na
clinica odontolégica do Centro de Estudos em Implantes Dentarios
"CEPID" situada na Universidade Federal de Santa Catarina. Todos 0s
pacientes submetidos a pesquisa assinardo um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido autorizando sua participagdo e coleta dos dados
clinicos e histologicos.Serdo formados quatro (04) grupos de acordo
com o tipo de fitoquimico utilizado: GRUPO 1: Extrato de semente de
uva [PA], GRUPO 2: para vermelho representa matriz compacta,
madura e organizada 22. Dados de PCR serdo quantificados por One -
Way ANOVA e pelo teste de Kruskall Wallis PSR (JMP, SAS, NC,
EUA)."

Critérios de Inclusdo: "Serdo selecionados pacientes adultos do sexo
masculino, que necessitam da extragdo do elemento dental e instalagdo
de implantes orais, de modo a possibilitar a reabilitacdo protética
implantossuportada."

Critérios de Exclusdo: "Serdo excluidos os pacientes que apresentem
histérico de quimioterapia ou radioterapia de cabeca e/ou no pescoco 24
meses antes da primeira consulta, doenca periodontal prévia, pacientes
etilicos, historia de terapia de bisfosfanatos, diabéticos descompensados,
pacientes fumantes e/ou que apresentem qualquer contraindicacdo para
cirurgia oral.".
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Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Priméario: "Determinar se a exposi¢do sistémica continua aos
compostos, durante a cicatrizacdo do sitio de extracdo, leva a formacéo
6ssea de alta qualidade.".

Objetivos Secundarios: "Avaliar os efeitos da ingestdo de PA, GE e
HE/NA na expressdo genética dos fatores de crescimento."”

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

"Os riscos da pesquisa ficam relacionados aos riscos operatérios das
etapas 1 e 2. Os principais riscos operatorios inerentes e potenciais ao
procedimento incluem, mas ndo sdo limitados a eles, os seguintes:
1.Desconforto pds-operatdrio e edema que pode necessitar de alguns
dias de recuperagdo. 2. Sangramento continuado que pode ser
prolongado.

3. Infeccdo pos-operatéria que pode exigir tratamento adicional.
4.Restricdo da abertura bucal por alguns dias ou semanas. 5.
Estiramento da abertura bucal por alguns dias ou semanas.

6. Injlria ao nervo subjacente aos dentes, resultando em adormecimento
ou formigamento do labio, queixo, bochechas, gengiva, dentes e/ou
lingua do lado operado,que pode persistir por semanas,meses ou, em
raras circunstancias, permanente. 7. Comunica¢do com o seio maxilar
(uma cavidade normal localizada acima dos dentes superiores), exigindo
cirurgia adicional. 8. Rejeicdio a materiais implantados
implantes,membranas, materiais sintéticos). 9. Deiscéncia de sutura
expondo a area operada. 10. Necessidades de reintervencdo cirlrgicas
ou de um novo planejamento.Como todos os pacientes recrutados nesse
estudo receberdo implantes orais, pode-se considerar que todos sejam
beneficiados pela melhora da qualidade Gssea - pela ingestdo dos
fitoquimicos. Ainda ndo haverd& nenhum custo referente aos
procedimentos de preservacdo alveolar (membranas e materiais para
regeneracao ossea)."

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um recurso, com o objetivo de responder as pendéncias ndo
atendidas ou parcialmente atendidas, sendo elas: 2,6A, 6B, 6C, 6E, 6F,
6l, 6K e 8.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagédo obrigatéria:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes”.



82

Recomendagdes:
Verificar item "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes".

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

RECURSO AO PARECER CONSUBSTANCIADO CONEP N°
670993:

1. Como as anélises laboratoriais serdo desenvolvidas na Universidade
da Pensilvania e, no caso serdo feitas anélises de expressdo génica, deve
ser incluida a Area Tematica Especial de "Genética Humana", na qual
haverd envio e armazenamento de material genético ao exterior.
Solicita-se adequacdo. RESPOSTA: Corrigido.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. Solicita-se que seja apresentado or¢camento financeiro detalhado, que
especifique todos os recursos, fontes e destinacdo, em especial 0s custos
operacionais (recursos humanos e materiais), bem como qual é a fonte
financiadora. RESPOSTA: Materiais de Consumo (Orcamento). Vide
documento "NOVO. EFEITO DE COMPOSTOS NATURAIS NA
REGENERACAO OSSEA ESTUDO EM HUMANOS.doc"

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. No orgamento
apresentado, ndo consta a previsdo de ressarcimento aos participantes da
pesquisa. Ademais, nada é informado sobre o custo do implante, e em
especial sobre a reposi¢do do implante perdido (caso ocorra), durante a
fase de osteointegracdo, visto que a membrana utilizada ndo é efetiva
pra impedir a invasdo de tecido.

RECURSO: « O valor estimado de ressarcimento dos participantes da
pesquisa foi adicionado ao orgamento e« Quanto aos custos dos
implantes e reposicdo, em caso de perda, informo que serda de
responsabilidade do Centro de Ensino e Pesquisas em Implantes
dentérios, localizado na Universidade Federal de Santa Catarina
conforme o TCLE que foi corrigido... “Nao sera cobrado nenhum valor
referente aos procedimentos da pesquisa. Apds a realizacdo da pesquisa
o(s) implante(s) sera (ao) imediatamente instalado (s) pelos alunos do
curso de Especializacdo de Implantodontia CEPID-UFSC e vocé devera
arcar com as despesas dos implantes e reabilitacdo protética, repassadas
pelo CEPID-UFSC”. ANALISE DO RECURSO: ¢ No arquivo
“EFEITO DE COMPOSTOS NATURAIS NA REGENERACAO
OSSEA. RECURSO.docx” consta o valor estimado para despesas com
pacientes. Uma vez que a pesquisa objetiva a) avaliar os efeitos da
ingestdo de PA, GE e HE/NA na expressdo genética dos fatores de
crescimento. e b) determinar se a exposicdao sistémica continua aos



83

compostos, durante a cicatrizacdo do sitio de extracdo, leva a formagédo
Ossea de alta qualidade e para isso os pesquisadores irdo recrutar
participantes que necessitam de exodontia e posterior instalagdo de
implantes, a instalacdo destes ndo sdo de responsabilidade dos
pesquisadores. RECURSO ATENDIDO.

3. Quanto ao cronograma apresentado, 0 mesmo néo esta adequado, pois
informa que o estudo ja teve inicio. Solicita-se esclarecimento e, caso
necessario, adequacdo do cronograma com relacdo a data de inicio do
estudo, dado que o mesmo ainda se encontra em analise no sistema
CONEP/CEP até a presente data.

RESPOSTA: CRONOGRAMA. Vide documento "NOVO. EFEITO DE
COMPOSTOS NATURAIS NA REGENERAGAO OSSEA ESTUDO
EM HUMANOS.doc" ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. N&o estd claro no Protocolo se o procedimento de colocagdo do
implante serd realizado imediatamente apds a bidpsia do dia 60.
Solicita-se esclarecimento. RESPOSTA.....4.3.2 Etapa Il: No dia 60 da
extracdo do elemento dental, sob anestesia, um retalho de espessura total
sera levantado e um espécime cilindrico de 3 mm sera obtido pelo uso
de uma trefina, antes da colocagdo do implante. Imediatamente apos a
bidpsia, os implantes serdo instalados conforme o protocolo estabelecido
no item cirurgia Il desse projeto, sem nenhum risco adicional ao
paciente. ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

5. Os procedimentos experimentais implicam em riscos. A bidpsia a se
realizar 24 horas ap6s a exodontia e a do dia 60 trardo riscos? Quais?
Solicita-se esclarecimentos. RESPOSTA: ...4.3.1 Etapa |: Apos 24
horas da extracdo dos dentes, sob anestesia local, a membrana collatape
sera perfurada para acessar o0 tecido subjacente. Posteriormente, uma
pequena quantidade de tecido mole localizada no interior do alvéolo sera
removida com auxilio de perfurador de tecido de 4mm (Salvin, NC,
EUA). O local sera recoberto com Collaplug (Cimmer, CA, EUA), apds
a remogdo da amostra. Tal conduta podera gerar pequeno desconforto
pos-operatorio, contudo 0 paciente ja estard sob efeito de medicacdo
analgésica. .... 4.3.2 etapa Il: No dia 60 da extracdo do elemento dental,
sob anestesia, um retalho de espessura total sera levantado e um
espécime cilindrico de 3 mm sera obtido pelo uso de uma trefina, antes
da colocagdo do implante. Imediatamente apds a bidpsia, os implantes
serdo instalados conforme o protocolo estabelecido no item cirurgia Il
desse projeto, sem nenhum risco adicional ao paciente....

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

6. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
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a) Os trés primeiros paragrafos estdo em forma de declaracdo, ao invés
de estar sendo o participante da pesquisa convidado a participar do
estudo. Essa forma de apresentagdo ndo pode ser aceita. O
consentimento deve ser solicitado em forma de convite, esclarecendo em
linguagem acessivel todos os procedimentos e garantias (Resolugdo
CNS 466/12, item V) para, ao final, o participante declarar que esta de
acordo. Deve-se garantir que o participante da pesquisa possui o direito
de retirar o consentimento sem sofrer qualquer tipo de penalizagdo. E
inadequado comecar com “por mim assinado, autorizo...". Esses
paragrafos devem finalizar o TCLE. No corpo do documento as frases
"dou pleno consentimento...", "Fui informado..." devem ser substituidas
por afirmacGes do pesquisador e ndo do participante da pesquisa. Esse
procedimento pode confundir o participante e comprometer sua
autonomia. Solicita-se adequacdo. RESPOSTA: Vocé estda sendo
convidado para participar, como voluntério, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido sobre as informagfes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Desde logo fica
garantido o sigilo das informagGes. Em caso de recusa vocé ndo sera
penalizado de forma alguma. Informacdes sobre a pesquisa:

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Ainda no
TCLE podem ser identificados trechos onde foi utilizada a primeira
pessoa. Como exemplo é possivel citar: "Se qualquer condicdo ndo
prevista acima ocorrer durante a cirurgia, confio..."; "Entendo que serei
ressarcido de todas as despesas decorrentes da participacdo..."; "Estou
ciente de que medicamentos, drogas, e anestésicos prescritos podem
causar sonoléncia..."; "...Portanto, fui aconselhado(a) a néo trabalhar...";
"Entendo que durante a pesquisa, sera cobrado apenas o valor dos
implantes..."; "... Estou ciente que ap6s a segunda etapa, serei
encaminhado ao curso..."; "Compreendo que os tratamentos

RECURSO: Este item foi corrigido no TCLE.... “Se qualquer condigdo
ndo prevista acima ocorrer durante a cirurgia, vocé devera confiar no
julgamento do aluno/professor/assistente — Marco Aurélio Bianchini e
Jodo Gustavo Oliveira de Souza — para realizar procedimentos
adicionais (intervencdes cirurgicas, materiais, prescricdo de medicacéo,
tratamento de infeccdo) sem gastos adicionais. Vocé sera ressarcido de
todas as despesas decorrentes da participacdo no estudo, tais como
transporte e alimentacdo nos dias em que for necesséria sua presenca
para consultas ou exames. Vocé de verd estar ciente de que
medicamentos, drogas e anestésicos prescritos podem causar sonoléncia
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e dificuldade de atengdo ou coordenacdo, e que alergias podem ser
aumentadas com 0 uso concomitante de bebidas alcoolicas ou outros
medicamentos. Portanto vocé sera aconselhado (a) a ndo trabalhar e nem
operar qualquer veiculo ou dispositivos perigosos enquanto estiver sob
vigéncia de medicamentos e /ou drogas até estar completamente
recuperado do efeito dos mesmos, por, no minimo, 24 horas ap6s ter
sido liberado da cirurgia e recuperado dos efeitos da medicacdo
anestésica que me foi dada. N&o sera cobrado nenhum valor referente
aos procedimentos da pesquisa. Apés a realizagdo da pesquisa 0(S)
implante(s) serd (ao) imediatamente instalado (s) pelos alunos do curso
de Especializacdo de Implantodontia CEPID-UFSC e vocé devera arcar
com as despesas dos implantes e reabilitacdo protética, repassadas pelo
CEPID-UFSC. Vocé teve a oportunidade de ler e entender
completamente os termos e palavras contidas no texto acima e foram
dadas explicacbes referentes a todos os itens ou declaragdes acima.
Vocé declara que sabe ler e escrever em portugués E importante
salientar que a pesquisa tem o objetivo de avaliar tanto os efeitos da
ingestdo de PA, GE e HE/NA na expressdo genética dos fatores de
crescimento, quanto determinar se a exposicdo sistémica continua aos
compostos, durante a cicatrizacdo do sitio de extracdo, leva a formagéo
Ossea de alta qualidade. Nesse contexto informamos que a etapa de
instalacdo dos implantes e confeccdo da protese sdo etapas que ndo
correspondem a pesquisa..... Estas etapas serdo realizadas no mesmo
local (Centro de Ensino e Pesquisa em Implantes Dentarios, UFSC) pelo
curso de Especializacio em Implantodontia. ANALISE: RECURSO
ATENDIDO.

b) Cabe lembrar que o TCLE é o documento onde o pesquisador deve
prestar todas as informacbes pertinentes ao protocolo para 0s
participantes da pesquisa de maneira clara e objetiva. Além disso, por
utilizar linguagem técnica, fora do alcance da populagdo comum, ndo
cabe indicar os procedimentos técnicos envolvidos, razdo pela qual
solicita-se adequacdo do documento como um todo RESPOSTA: Todo o
TCLE foi corrigido com linguagem adequada.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. No TCLE ainda constam
termos técnicos como, por exemplo: expressdo genética dos fatores de
crescimento; exposicao sistémica; sitio de extracdo; longevidade da
reabilitacdo implantossuportada; MEMBRANA ser4 posicionada de
modo a recobrir o ALVEOLO; pequena quantidade de tecido mole;
interior do alvéolo; biosseguranca; protocolo anestésico; riscos
operatorios inerentes; procedimentos cirirgicos; pds-operatério; edema;
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infeccdo; Estiramento da abertura bucal; INJURIA ao nervo
SUBJACENTE aos dentes; Deiscéncia de sutura; osseointegracao;
reintervengdo cirlrgicas; intervencdes cirlrgicas; prescricdo de
medicacdo; etapa protética.

RECURSO: Este item foi corrigido no TCLE. “O objetivo do estudo
proposto € avaliar os efeitos da ingestdo de fitoquimicos (extrato de
semente de uva [PA], extrato de gardénia [GE], e extrato de toranja
[NA/HE], Vitamin Shoppe, NJ, EUA) nos fatores que estdo
relacionados ao aumento de quantidade e qualidade Ossea. Ainda
determinar se a exposicdo sistémica continua aos compostos, durante a
cicatrizacdo do local da extracdo, leva a formacdo éssea de alta
qualidade. Essas “melhoras” supostamente levariam a uma melhor
fungdo dos implantes e consequentemente maior longevidade dos
implantes e respectivas proteses. Os procedimentos necessarios para
pesquisa serdo executados na seguinte sequéncia:

Etapa |: Os elementos dentais condenados serdo extraidos e uma
pelicula (membrana) serd posicionada de modo a recobrir o local da
extracdo. Apl6s 24 horas da extracdo dos dentes, uma pequena
quantidade de gengiva localizada no interior do local da extracdo sera
removida, sendo que o local sera recoberto, apds a remogdo da amostra.

Etapa/Cirurgia 1l No dia 60 ap6s a extracdo do elemento dental, uma
pequena amostra uma pequena quantidade de gengiva localizada no
interior do local da extracdo serd removida, € o0 implante serd
imediatamente instalado pelos alunos do Curso de Especializacdo em
Implantodontia, no mesmo local onde foi removida a amostra, nao
oferecendo nenhum prejuizo ou dano adicional ao paciente. Todas as
etapas serdo realizadas em ambiente limpo, com anestesia e
medicamentos adequados. Os principais riscos dos procedimentos
cirdrgicos incluem, mas ndo sdo limitados a eles, os seguintes:
1.Desconforto apds a cirurgia e “inchaco” que pode necessitar de alguns
dias de recuperagdo 2.Sangramento continuado que pode ser
prolongado. 3.Contaminag&o ap6s a cirurgia que pode exigir tratamento
adicional. 4.Diminuicdo da abertura bucal por alguns dias ou semanas.

5.Pequeno corte no canto da boca por alguns dias ou semanas. 6.Fratura
de mandibula. 7.Trauma ao nervo proximo dos dentes, resultando em
adormecimento ou formigamento do labio, queixo, bochechas, gengiva,
dentes e/ou lingua do lado operado, que pode persistir por semanas,
meses ou, em raras circunstancias, permanente. 8.Comunicagdo com o
seio maxilar (uma cavidade normal localizada acima dos dentes
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superiores), exigindo cirurgia adicional. 9.Rejeicdo a materiais
(membranas, materiais sintéticos) 10.Afrouxamento da sutura “pontos”
expondo a area operada. 11.Necessidades de outras cirurgias ou de um
novo planejamento. Os riscos dos procedimentos da coleta das amostras
incluem apenas um aumento do desconforto apds a cirurgia, no
momento da coleta 24 horas. Contudo vocé ja estara sob efeito de
medicacdo analgésica.

ANALISE: RECURSO ATENDIDO.

¢) Nao é informado que estd garantido o ressarcimento de gastos
relacionados ao estudo. Cabe ressaltar que, como preveé o item 1V.3.g da
Resolucdo CNS 466/12, deve ser garantido ao participante da pesquisa o
ressarcimento de despesas decorrentes da participacdo no estudo, tais
como transporte e alimentacdo nos dias em que for necessaria sua
presenca para consultas ou exames. Assim sendo, solicita-se que a
garantia de ressarcimento dos gastos decorrentes da participacdo no
estudo seja apresentada de modo claro e afirmativo.
RESPOSTA:...Entendo que serei ressarcido de todas as despesas
decorrentes da participagdo no estudo, tais como transporte e
alimentacdo nos dias em que for necessaria sua presenga para consultas
Ou  exames... ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE
ATENDIDA. A garantia de ressarcimento foi dada, mas deve ser
descrita na terceira pessoa.

RECURSO: Este item foi corrigido no TCLE: “Vocg sera ressarcido de
todas as despesas decorrentes da participacdo no estudo, tais como
transporte e alimentacdo nos dias em que for necessaria sua presenca
para consultas ou exames” ANALISE: RECURSO ATENDIDO.

d) N&o h& mencéo ou restricdo de participacdo de pessoas gravidas ou
gue venham a engravidar durante a referida pesquisa. Solicita-se
adequacdo. RESPOSTA.:...Os pacientes selecionados para este estudo
deverdo ser do sexo masculino e apresentar dentes que necessitam da
extracdo e posterior instalacdo de implantes orais, de modo a possibilitar
a reabilitacdo protética implantossuportada...

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

e) Adicionalmente, ndo consta no TCLE quais seriam as medidas
adotadas pelo pesquisador responsavel e pela instituicdo, quanto aos
casos de eventos adversos e possiveis danos/lesGes aos participantes da
pesquisa. Solicita-se adequacdo. RESPOSTA.:...Se qualquer condicéo
ndo prevista acima ocorrer durante a cirurgia, confio no julgamento do
aluno/professor/assistente — Marco Aurélio Bianchini e Jodo Gustavo



88

Oliveira de Souza — para realizar procedimentos adicionais
(intervencOes cirdrgicas, materiais, prescricdo de medicacéo, tratamento
de infeccdo) sem gastos adicionais.. ANALISE: PENDENCIA
PARCIALMENTE ATENDIDA. Embora os pesquisadores tenham
descrito as medidas que serdo adotadas em casos de intercorréncias, 0
texto deve ser escrito na terceira pessoa. RECURSO:
Este item foi corrigido no TCLE: Se qualquer condi¢cdo ndo prevista
acima ocorrer durante a cirurgia, vocé devera confiar no julgamento do
aluno/professor/assistente — Marco Aurélio Bianchini e Jodo Gustavo
Oliveira de Souza — para realizar procedimentos adicionais (outras
cirurgias, materiais, prescricdo de medicacdo, tratamento de infeccdo
“contamina¢do”) sem gastos adicionais. ANALISE: RECURSO
ATENDIDO.
f) Considerando que o participante da pesquisa tem direito ao sigilo e a
confidencialidade e a equipe de pesquisa tem o dever de garanti-los,
deve constar no TCLE de modo claro e afirmativo que sera assegurada a
garantia de sigilo, de acordo com as normas brasileiras, com a descri¢do
dos procedimentos para tal, ou seja, como os dados serdo anonimizados
antes de serem encaminhados pela equipe médica responsavel pelos
cuidados do participante do estudo para qualquer outra instancia, sejam
outros pesquisadores ou o patrocinador, se for o caso. Solicita-se
adequacéo
RESPOSTA: ...A pesquisa serd realizada no centro de estudos e
pesquisas em implantes dentarios — CEPID; no centro cirdrgico da
Universidade Federal de Santa Catarina — CCS — UFSC; e as andlises
laboratoriais serdo realizadas no Intitutional Review Board, localizado
na universidade da Pennsylvania, EUA. ..Certifico que tive
oportunidade de ler e entender completamente os termos e palavras
contidas no texto acima e me foram dadas explicacGes referentes a ele e
que todos os itens ou declaragBes foram preenchidos no momento.
Também declaro que sei ler e escrever portugués. Eu,
, abaixo assinado, fui
informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa, 0s procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes
de minha participagdo. Foi-me garantido o sigilo das informagdes e que
posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve
a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Local e data
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/ / / /...Néo haverdo
outros pesquisadores ou patrocinadores envolvidos no trabalho.
ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. N#o esté claro no TCLE
como os dados obtidos serdo anonimizados antes de serem enviados a
Universidade da Pennsylvania - EUA.

RECURSO: Este item foi corrigido no TCLE: Antes de serem
enviados a Universidade da Pennsylvania — EUA seus dados receberao
um codigo com as inicias do primeiro e Gltimo nome a fim de preservar
sua identidade ANALISE: RECURSO ATENDIDO.

g) Deve ser informado que 0 mesmo sera elaborado em duas vias, sendo
uma retida com o pesquisador responsavel e outra com o participante da
pesquisa (Resolucdo CNS 466/12 itens I1V.3.f e IV.5.d). Solicita-se
adequacdo. RESPOSTA: Vocé estd sendo convidado para participar,
como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser esclarecido sobre as
informag0es a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estad em duas vias. Uma delas é sua e a outra
é do pesquisador responsavel. Desde logo fica garantido o sigilo das
informagBes. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado de forma
alguma. Informacdes sobre a pesquisa:

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

h) Né&o foi apresentada nenhuma forma de contato com o CEP
responsavel pelo acompanhamento do estudo ou com o pesquisador
responsavel. Solicita-se que seja incluso no TCLE uma breve descri¢do
do que é o CEP, qual sua funcdo no estudo, seu endereco, horério de
funcionamento e as suas formas de contato. Solicita-se adequacéo.
RESPOSTA:Titulo: EFEITO DE COMPOSTOS NATURAIS NA
REGENERACAO OSSEA: ESTUDO EM HUMANOS. Pesquisador
Responsavel: Marco Aurélio Bianchini Telefone para contato: (48)
37219077. email: bian07@yahoo.com.br Pesquisador Participante: Jodo
Gustavo Oliveira de Souza telefones para contato: (48) 37219077 / (48)
96590009. Email: joaogustavo_s@hotmail.com Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos (CEPSH): Biblioteca Universitaria
Central -Setor de Periodicos (térreo). Telefone: (48) 37219206. Horério
de atendimento: das 10:00 hs — 12:00 hs e 14:00 hs — 16:00 hs de
segunda a sexta-feira. O CEPSH é um 6rgéo colegiado interdisciplinar,
deliberativo, consultivo e educativo, vinculado & Universidade Federal
de Santa Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para
defender os interesses dos sujeitos da pesquisa em sua integridade e
dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos. ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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i) De acordo com a Resolugdo CNS no 466/12, item 1VV.3.d, no TCLE, o
pesquisador deve garantir que o participante da pesquisa possui o direito
de retirar o consentimento sem sofrer qualquertipo de penalizacdo.
Solicita-se adequagdo. RESPOSTA....Foi-me garantido o sigilo das
informagcdes e que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de
meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.
ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Apesar de
constar no texto a garantia do participante retirar seu consentimento a
qualquer momento, o0 texto estd escrito na primeira pessoa.
Considerando que o TCLE é um documento onde todos os pontos e
questdes relativas a pesquisa que esta sendo proposta serdo apresentados
pelo pesquisador aos participantes, estas informagdes devem ser
registradas na terceira pessoa.
RECURSO: Este item foi corrigido no TCLE: O participante tem
garantido o sigilo das informacfes e que pode retirar seu consentimento
a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcao de seu acompanhamento/assisténcia/tratamento. ANALISE:
RECURSO ATENDIDO.
j) O Investigador Principal, ao assinar o0 TCLE, garante ao participante
da pesquisa em seu nome e da Instituicdo de Pesquisa, todos os direitos
elencados no documento. Assim sendo, ao "aluno” ndo cabe assinar o
TCLE na qualidade de quem é responsavel pela pesquisa. Portanto,
solicita-se que o pesquisador responsavel ou a pessoa por ele delegada
deve assinar o TCLE. Solicita-se adequacao
RESPOSTA.: ...Eu, :
abaixo assinado, fui informado e esclarecido pelo pesquisador
sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participa¢do. Foi-me garantido
0 sigilo das informagdes e que posso retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento. Local e
data / / / / Assinatura do
sujeito  (participante):
Assinatura do pesquisador responsavel:
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
k) O TCLE deve informar o participante sobre as respostas as
pendéncias 4 e 5, acima, diferenciando o0s riscos inerentes aos
procedimentos operatorios do tratamento padrdo (exodontia e colocacdo
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dos implantes) dos riscos inerentes aos procedimentos experimentais.
RESPOSTA: Os principais riscos operatorios inerentes e potenciais aos
procedimentos cirdrgicos incluem, mas ndo sdo limitados a eles, os
seguintes:

1.Desconforto pds-operatdrio e edema que pode necessitar de alguns
dias de recuperagdo  2.Sangramento continuado que pode ser
prolongado3. Infeccdo poOs-operatria que pode exigir tratamento
adicional. 4.Restricdo da abertura bucal por alguns dias ou semanas.
5.Estiramento da abertura bucal por alguns dias ou semanas. 6.Fratura
de mandibula. 7.Injuria ao nervo subjacente aos dentes, resultando em
adormecimento ou formigamento do labio, queixo, bochechas, gengiva,
dentes e/ou lingua do lado operado, que pode persistir por semanas,
meses ou, em raras circunstancias, permanente. 8.Comunicagdo com o
seio maxilar (uma cavidade normal localizada acima dos dentes
superiores),exigindo cirurgia adicional.  9.Rejeicdo a materiais
implantados (implantes, membranas, materiais sintéticos) 10.Deiscéncia
de sutura expondo a area operada. 11.Ndo osseointegracdo dos
implantes com a inutilizacdo dos mesmos. Caso ocorra, estes implantes
serdorepostos, ficando o CEPID responsavel por esta reposi¢do, porém
ndo haverd de maneira alguma devolucdo dos valores previamente
combinados. 12.Necessidades de reintervencdo cirdrgicas ou de um
novo planejamento. 13.0s riscos inerentes aos procedimentos da coleta
das amostras incluem apenas um aumento do desconforto pos-
operatorio, no momento da coleta 24 horas. Contudo o paciente ja estara
sob efeito de medicacio analgésica. ANALISE:PENDENCIA
PARCIALMENTE ATENDIDA. Apesar dos riscos inerentes aos
procedimentos operatorios (exodontia e colocacdo de implantes) terem
sido elencados, estes foram relacionados utilizando-se termos técnicos,
0 que dificulta o entendimento de uma pessoa leiga. Salienta-se ainda
gue os riscos inerentes aos procedimentos experimentais ndo constam do
TCLE. Né&o esta clara neste documento a questdo da anonimizacdo das
amostras antes delas serem enviadas aos Estados Unidos. RECURSO:
Este item foi corrigido no TCLE:

“Antes de serem enviados a Universidade da Pennsylvania — EUA seus
dados receberdo um cédigo com as inicias do primeiro e Gltimo nome a
fim de preservar sua identidade” “Os principais riscos da pesquisa
incluem, mas ndo séo limitados a eles, os seguintes: 1.Desconforto apds
a cirurgia e “inchaco” que pode necessitar de alguns dias de recuperagio
2.Sangramento continuado que pode ser prolongado.
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3.Contaminacdo ap6s a cirurgia que pode exigir tratamento adicional.
4.Diminuicdo da abertura bucal por alguns dias ou semanas. 5.Pequeno
corte no canto da boca por alguns dias ou semanas. 6.Fratura de
mandibula.

7.Trauma ao nervo préximo dos dentes, resultando em adormecimento
ou formigamento do labio, queixo, bochechas, gengiva, dentes e/ou
lingua do lado operado, que pode persistir por semanas, meses ou, em
raras circunstancias, permanente. 8.Comunicacdo com o seio maxilar
(uma cavidade normal localizada acima dos dentes superiores), exigindo
cirurgia adicional.

9.Rejeicdo a materiais (membranas, materiais  sintéticos)
10.Afrouxamento da sutura “pontos” expondo a area operada.
11.Necessidades de outras cirurgias ou de um novo planejamento.
12.0s riscos dos procedimentos da coleta das amostras incluem apenas
um aumento do desconforto apds a cirurgia, no momento da coleta 24
horas. Contudo vocé ja estara sob efeito de medicagdo analgésica.”
ANALISE: RECURSO ATENDIDO.

7) Quanto a BIOBANCO e BIORREPOSITORIO, ndo ha
esclarecimento quanto ao destino do material coletado para as analises
de expressdo génica, se as mesmas serdo armazenadas ou descartadas
apos as analises de expressdo dos genes sugeridos no protocolo (pagina
9 de 13), BMP-4, BMP-7, TGF-beta, PDGF ¢ GAPDH. Solicita-se
esclarecimento.

RESPOSTA:...O material coletado para analise da expressdo dos
GENES BMP-4, BMP-7, TGF-BETA, PDGF E GAPDH sera
descartado no final do experimento, ou seja, no final da analise.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

8) Os fitoquimicos a serem empregados sao apresentados como produtos
naturais. O Protocolo faz referéncia a alguns trabalhos de pesquisa onde
0S mesmos ja estariam sendo pesquisados quanto a sua indicacdo como
antiinflamatérios e/ou cicatrizantes. Ocorre que, diferente das
tradicionais pesquisas com farmacos, ndo se apresentou uma brochura
com relatos de pesquisas de avaliacdo de eficacia e seguranca. Solicita-
se adequacao.

RESPOSTA: Seguem em anexo 0s artigos com as traducdes.
ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Apenas um
trabalho de cada produto proposto na metodologia foi inserido.
RECURSO: Embora apenas um artigo de cada fitoquimico tenha sido
anexado, observou-se que estes compostos naturais afetam 0sso nédo s
pela sua capacidade ndo enzimtica de criar ligagcBes cruzadas no
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coladgeno, mas também pela capacidade de alteracdo das respostas
celulares como mudancas na disponibilidade de fatores de crescimento.
E nenhum deles relatou qualquer interferéncia negativa ou prejuducial
na salde e nas respostas celulares. Resumindo, demonstraram-se como
compostos seguros na utilizagdo em humanos. ANALISE: RECURSO
ATENDIDO.

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Consideracdes Finais a critério da CONEP:

Diante do exposto, a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acordo com as atribui¢6es definidas na Resolu¢do CNS no.
466 de 2012 e na Norma Operacional no. 001 de 2013 do CNS,
manifesta- se pela aprovacdo do projeto de pesquisa proposto.

Situacédo: Protocolo aprovado.

BRASILIA, 08 de Agosto de 2014

Assinado por:
Jorge Alves de Almeida Venancio (Coordenador)
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