Carlos Eduardo Pinto de Alcantara

USO DO ACIDO HIALURONICO COMO UMA ESTRATEGIA TERAPEUTICA
PARA O REPARO OSSEO DE ALVEOLOS DENTAIS HUMANOS: um ensaio

clinico randomizado, triplo-cego, boca dividida

Faculdade de Odontologia
Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte
2016



Carlos Eduardo Pinto de Alcantara

USO DO ACIDO HIALURONICO COMO UMA ESTRATEGIA TERAPEUTICA
PARA O REPARO OSSEO DE ALVEOLOS DENTAIS HUMANOS: um ensaio

clinico randomizado, triplo-cego, boca dividida

Tese apresentada ao Programa de Pés-graduacéo
em Odontologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito parcial para obtencéo do titulo de Doutor
em Odontologia - Area de concentragio:
Estomatologia

Orientador: Prof. Dr. Anderson José Ferreira
Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Alves Mesquita

Faculdade de Odontologia
Universidade Federal de Minas Gerais
Belo Horizonte
2016



FICHA CATALOGRAFICA

A347u Alcantara, Carlos Eduardo Pinto de.
2016 Uso do acido hialurénico como uma estratégia terapéutica para o
T

reparo 0sseo de alvéolos dentais humanos: um ensaio clinico randomiza

do, triplo-cego, boca dividida / Carlos Eduardo Pinto de Alcdntara.
—2016.

67 f.: il

Orientador: Prof. Dr. Anderson José Ferreira.
Coorientador: Prof. Dr. Ricardo Alves Mesquita.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Gerais,
Faculdade de Odontologia.

1. Acido Hialurénico. 2. Alvéolo Dental. 3. Substitutos Osscos.
4. Tomografia Computadorizada de Feixe Cénico. 1. Ferreira, Anderson

José. 1. Mesquita, Ricardo Alves. III. Universidade Federal de Minas
Gerais. Faculdade de Odontologia. I'V Titulo.

BLACK — D047

Elaborada pela Biblioteca da Faculdade de Odontologia - UFMG




PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

FOLHA DE APROVACAO

Uso do acido hialurénico como uma estratégia terapéutica para o reparo ésseo
em humanos: um ensaio clinico randomizado, triplo-cego, boca dividida

CARLOS EDUARDO PINTO DE ALCANTARA

Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em ODONTOLOGIA, como requisito para obten¢do do grau de Doutor em
ODONTOLOGIA, area de concentragdo ESTOMATOLOGIA.

Aprovada em 27 de junho de 2016, pela banca constituida pelos membros:

L ﬂf/d - 2
Prof(a). An rson@%
. G

Yot o 0o
Prof(a) Isadora Luana Flores
UFJF/GV

4

Prof(a). Ricardo Alves de Mesquita
UFMG

7
Prof(a) Marcos ugusto de Sa
ICB/UFMG

\gw7 bl \/(“@Vwkﬂb/m{ e L:“A-‘—‘*’J» ////Lu s
Prof(a). Suzana Coulaud da Costa Cruz(M iranda
Centro Universitario Newton de Paiva

pjﬂjc/\/ g‘/\/‘/\- AN v\:tl\, VL\/\c AL /

Prof(a). Tania a Pimenta Amaral
UFMG

Belo Horizonte, 27 de junho de 2016.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS g{?




UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

ATA DA DEFESA DE TESE DO ALUNO
CARLOS EDUARDO PINTO DE ALCANTARA

Aos 27 dias de junho de 2016, as 14:00 horas, na sala 3418 da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais, reuniu-se a Banca
Examinadora composta pelos professores Anderson José Ferreira (Orientador) —
FO/UFMG, lsadora Luana Flores — UFJF/GV, Ricardo Alves de Mesquita —
FO/UFMG, Marcos Augusto de Sa — ICB/UFMG, Suzana Coulaud da Costa Cruz
Miranda — Centro Universitario Newton de Paiva e Tania Mara Pimenta Amaral —
FO/UFMG para julgamento da tese intitulada Uso do acido hialurénico como uma
estratégia terapéutica para o reparo ésseo em humanos: um ensaio clinico
randomizado, triplo-cego, boca dividida. O Presidente da Banca, abriu os
trabalhos e apresentou a Banca Examinadora. Apds a exposicao oral do trabalho
pelo aluno e arguigao pelos membros da banca, a Banca Examinadora considerou a
tese:

() Aprovado

() Reprovado

Finalizados os trabalhos, lavrou-se a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada
por mim e pelos demais membros da Banca. Belo Horizonte, 27 de junho de 2016.

/:, i -

F{rgf(a)’i Ar’ldersaﬁiﬁi’s'é}Ferreira

N e

}»» ‘“'\ 24 e i PR

Prof(a). Isadora Luana Flores

/
A

PFOf(a) Rlcarao Alves de Mesqurta I

Prof(a) Marcos Augusto de Sa

7Pro'f(a)/. éuzarua Cor—Jlaud da CostaCruz Mr‘randa '

] ™ i

i /4

i € 7 L /

. / T i L

Sy ~ AT Haing g
o )1 Sk on SFpnud

Prof(a). Tania Mara F‘rmenta Amaral




DEDICATORIA

Dedico este trabalho a Deus e a minha familia.
Obrigado por acreditarem no meu potencial, estarem sempre presentes

e torcerem pelo meu sucesso.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado salde e forga para abracar mais uma oportunidade de

crescimento profissional e concluir esta etapa importante para formacéo académica.

Ao Professor Dr. Anderson José Ferreira, por ter sido meu orientador. Agradeco
pelos ensinamentos, paciéncia, palavras de apoio e por ter aberto as portas do seu
laboratorio no ICB e aceitado a proposta de me orientar na faculdade de Odontologia

e compartilhado sua experiéncia profissional.

Ao Professor Dr. Ricardo Alves Mesquita pela amizade e por ter sido um grande
mestre, compartilhando sua experiéncia profissional como clinico e docente
pesquisador ao longo do curso. Agradeco por ter aberto as portas do seu laboratério
e ser meu co-orientador além de ter me recebido tdo bem na Faculdade de

Odontologia da UFMG durante o curso.

Aos colegas do doutorado Luiz Felipe Cardoso Lehman, Mauricio Augusto Aquino
Castro, Paulo Antbnio Martins Junior e Marcos Augusto S&, pela amizade,
colaboracéo nas etapas do projeto, pelos ensinamentos compartilhados e por todos
0S momentos que passamos no curso. Vocés foram importantissimos nesta

caminhada.

A aluna de iniciac&o cientifica Mariana Saturnino de Noronha pela amizade e por ter

colaborado nos experimentos e contribuido para etapas da pesquisa.

Ao Departamento de Odontologia da UFJF (Campus GV) por ter permitido conciliar o

curso de Doutorado com a atividade docente neste periodo.

Ao Nucleo Avancado de Atendimento Ortodbntico e curso de Especializacdo da
Faculdade de Odontologia da UFMG e por ter colaborado com a participagdo dos
pacientes na pesquisa. Agradeco as secretarias, técnicas, ortodontistas e
professores que disponibilizaram parte do seu tempo para contribuir com a execuc¢ao

da pesquisa.

Aos professores que aceitaram participar do exame de qualificacdo e da defesa da

tese por enriguecerem este trabalho.



Aos Professores do Colegiado de POs-Graduacdo da FO-UFMG, por todo
aprendizado necessario ao meu crescimento profissional ao longo do Doutorado.

Aos técnicos do Laboratério de patologia Inés, Doménico e Daniela pela colaboracdo

em experimentos laboratoriais.

Aos pacientes que participaram deste trabalho, pela disponibilidade e
responsabilidade assumida para o desenvolvimento desta pesquisa, meu muito

obrigado.

A minha mae pelo amor, por ter incentivado a dar mais este passo na minha
formacdo académica, por ter sido carinhosa, atenciosa e por acreditar na minha

competéncia.
A minha irma pelo carinho e pelas palavras de incentivo.

A minha namorada Luciana, agradeco o carinho, a compreens&o e por estar sempre

presente dando palavras de apoio aos desafios encontrados.

A todos os amigos e demais familiares, pelo apoio, carinho e por estarem sempre

comigo.

Agradeco também as agéncias de fomento Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Minas Gerais (FAPEMIG) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnolégico (CNPq) pelo financiamento da pesquisa.



Uso do acido hialurénico como uma estratégia terapéutica para o reparo 0sseo
de alvéolos dentais humanos: um ensaio clinico randomizado, triplo-cego,
boca dividida

RESUMO

O é&cido hialurénico (AH), nas dultimas décadas, tem sido amplamente
estudado como um potente biomaterial na engenharia de tecidos, devido a sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e participacdo em diversos processos
biologicos relacionados a morfogénese e regeneracdo tecidual. O objetivo do
presente estudo foi avaliar os efeitos do AH no reparo 6sseo de alvéolos dentais
humanos. Trinta e dois primeiros pré-molares inferiores foram extraidos de 16
pacientes com média de 18,67 (DP = 7,95) anos de idade com indicacdo de
exodontia bilateral. Imediatamente ap6s as exodontias, um dos alvéolos foi
preenchido aleatoriamente com gel contendo AH a 1%, enquanto o contralateral foi
preenchido naturalmente com coagulo. Durante os intervalos pés-operatorios de 30
e 90 dias, os pacientes realizaram exames de tomografia computadorizada cone
beam (TCCB). Foram capturadas imagens dos cinco cortes ortorradiais mais
centrais de cada alvéolo. A intensidade de cinza foi mensurada para cada imagem e
os resultados foram expressos como porcentagem média de formacdo de osso. A
espessura vestibulo-lingual do processo alveolar foi mensurada e comparada entre
os intervalos pos-operatorios para avaliar possiveis alteracdes dimensionais do
alvéolo. Também foi avaliado o padrdo do trabeculado 6sseo alveolar através da
dimenséo fractal. A andlise estatistica envolveu andlise descritiva e Testes T
pareado e Wilcoxon (p<0,05). Os alvéolos tratados apresentaram maior
porcentagem de formacédo 6ssea e valores de dimenséo fractal (58,17% e 1,098,
respectivamente) em comparacdo com o0s controles (48,97% e 1,074,
respectivamente) no periodo de 30 dias pés-operatorio (p<0,05). Com relacdo ao
periodo de 90 dias, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos. Além
disso, ndo foram observadas diferengcas estatisticamente significativas nas
dimensdes dos alvéolos entre os grupos (p>0,05). Assim, estes dados indicam que o

AH acelerou o reparo 6sseo em alvéolos dentais humanos.

Palavras-chave: Acido hialurénico. Alvéolo dental. Tomografia computadorizada

cone beam. Reparo dsseo.



Use of hyaluronic acid as a therapeutic strategy for bone repair in human
dental sockets: a split-mouth randomized triple-blind clinical trial

ABSTRACT

Hyaluronic Acid (HA), in the last decades, has become widely studied as a powerful
biomaterial for tissue engineering, since its biocompatibility, biodegradability, and
participation in several biological processes related to morphogenesis and tissue
healing. The aim of this study was to evaluate the effects of HA on bone repair in
human dental sockets. Thirty-two premolars were extracted from 16 patients with a
mean age of 18.67 (SD = 7.95) years old with indication of bilateral extraction of
lower first premolars. Immediately after the extractions, one socket was randomly
filled with 1% HA gel, while the other side was naturally filled with blood clot. During
the postoperative intervals of 30 and 90 days, the patients underwent cone beam
computed tomography (CBCT). Five central parasagittal scan images were captured
from each socket. The gray intensity was measured in each image and the results
were expressed as mean percentage of bone formation. The buccolingual alveolar
ridge width was also measured and dimensional changes were compared between
the postoperative intervals. The pattern of the alveolar trabecular bone was
evaluated through the fractal dimension. Statistical analyses included descriptive
analysis and Wilcoxon and paired-t tests (p<0.05). The treated sockets showed a
higher percentage of bone formation and fractal dimension values (58.17% and
1.098, respectively) compared with controls (48.97% and 1.074, respectively) in the
30-day postoperative period (p<0.05). After 90 days, there were no significant
differences between the groups. Additionally, no significant differences were found
between the groups regarding the alveolar dimensions (p>0.05). Thus, these data

indicate that HA accelerate the bone repair in human dental sockets.

Key words: Hyaluronic acid, dental socket, cone beam computed tomography, bone

repair.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE ILUSTRACOES

Estrutura do &cido hialurénico contendo repetidas unidades
dissacaridicas de acido D-glucordnico e de N-acetilglicosamina........
Medida da espessura vestibulo-lingual (V-L) do processo alveolar
NOS trés tercos do alVEOIO............vvvvieiiiiiei e,
Etapas para analise da porcentagem de osso neoformado. A —
Recursos do programa KS300 usados para demarcacbes das
imagens; B — Corte selecionado para andlise; C — Delimitacdo da
regido de interesse; D — Area do alvéolo demarcada e isolada; E —
Pixels de tons de cinza claro correspondentes as zonas de
neoformacédo 0ssea; F — Todos pixels selecionados para célculo da
area total do @lVEOIO.........cceieii i ———
Etapas para analise da dimenséao fractal dos alvéolos dentais . A —
Corte ortorradial de uma tomografia computadorizada cone beam; B
— Regido de interesse selecionada (alvéolo dental); C — Imagem
borrada com filtro Gaussiano; D — Resultado da subtracdo da
imagem; E — Adicdo de valor de cinza de 128; F — Imagem binaria;
G - Imagem erodizada; H - Imagem dilatada; | — Imagem

ESQUEIBTONIZATA. ... . i e

12

25

26



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ABO - Associacéao Brasileira de Odontologia

AH — Acido hialurénico

BMP-2 — Proteina morfogenética do 0sso tipo 2
CONEP — Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa
DICOM - Digital Imaging and Communications in Medicine
GAG - Glicosaminoglicana

HY — Hialuronato de sodio

HYA — Hialuronana

LP — Ligamento periodontal

MEC — Matriz extracelular

NIC —Nivel de insercao clinica

NIH — National Institute of Health

OPN — Osteopontina

PS — Profundidade de sondagem

RG — Recessédo gengival

RHAMM - receptor for HA-mediated mobility

TCCB — Tomografia computadorizada cone beam
UFMG - Universidade Federal de Minas Gerais
VEGF - Fator crescimento de endotélio vascular
V-L — Vestibulo-lingual

SPSS - Statistical Package for Social Sciences



2.1
2.2
2.3

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4

4.5
4.6
4.7
4.7.1
4.7.2

10.1
10.2
10.3

SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt en e,
REVISAO DA LITERATURA ......coooieeeeeeeteeeeeeee e
Efeito do acido hialurénico no reparo 0SS0 ........cccceeeeeeviiiiiieiieeeennnns
Aplicacdes clinicas do AH em Odontologia........c..cevvvvveiiiiiiiiieieeeeeenn,
Anélise morfométrica da arquitetura 6ssea trabecular através da
diMeNnSE0 fraCtal........ccooiiiiiiiii s
OBUJIETIVOS . .. e e e et e e e e eaas
(O oJ L= LAY Lo o 1= - |
ODbjetivos €SPECITICOS. ...
ACIAO NIAIUIBONICO.....eivieeeeiecee et
DEeSeNN0 dO @STUAO......uuiiiiiiiiiiiiiiii e
(O 11 U] Lo = 4 Lo 1= 4 - | SO
Participantes e critérios de elegibilidade .............ccciiiiiiiee

AlCALOTIZAGED ...ttt e e e e e e e e e
Procedimentos cirargicos e aplicacdo do tratamento..............cc.vee.....
Tomografias computadorizadas cone beam (TCCB).............ccevveeeenns
Alteracfes dimensionais do alveolo.............cceevviiiiiiiiccccceeee,
Avaliacdo morfométrica da porcentagem de osso neoformado e
ANALISE fractual..........coooiiie e
ANAITISE ESTALISTICA....uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e
RESULTADOS E DISCUSSAO-Artigo submetido para publicacéo....
CONSIDERAGOES FINAIS .....ocoeiiiiiieeeenieeeneernneeeraneesnnssennnssssennns
CONCLUSAQ .....c.octcreeciristecaese e s sse s s s saeaesas s s saeassssssssssassnssneneas
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooiiiiieieieiee et
ANEXOS. ..ottt a e e as
ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica em PesquiSa.........cccccceeueane....
ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)......
PRODUCAO INTELECTUAL DESENVOLVIDA DURANTE O CURSO..
Resumos publicado em Anais de CONgresSS0S......cccevveevveeviiiieeeeeennnnnnn.
Artigo PUBDICAO....ccoiiiiiii
Artigo submetido para publiCaga0.........ccccceveiiiiiiiiiiii



12

INTRODUCAO

O &cido hialurénico (AH), também chamado de hialuronato de sédio (HY) ou
hialuronana (HYA) (Aslan et al., 2006), € uma glicosaminoglicana (GAG) de alto
peso molecular (104-107 Da) consistindo de repetidas unidades dissacaridicas nao-
sulfatadas de acido D-glucordnico e N-acetilglicosamina (Moseley et al., 2002;
Prince, 2004) (Figura 1). Ele é considerado uma biomolécula importante, uma vez
que é um dos principais componentes da matriz extracelular (MEC) e por estar
amplamente distribuido em tecidos, como pele (Juhlin, 1997), liquido sinovial,
revestimentos dos tenddes (Engstrom-Laurent, 1997; Fraser et al., 1997), olhos e na

maioria dos liquidos corporeos (Moseley et al., 2002; Prince, 2004).

_Unidades Dissacaridicas Repetidas

OH

Acido D-glucorénico N-acetilglicosamina

Figura 1: Estrutura do &cido hialurénico contendo repetidas unidades dissacaridicas

de acido D-glucorénico e de N-acetilglicosamina (Alberts et al., 2004).

Uma vez que € uma molécula biodegradavel, biocompativel e que nao
desencadeia resposta imunogénica nos seres humanos, justamente por ser
encontrada naturalmente nos tecidos, o AH tem se tornado um importante material
para a criacdo de novos biomateriais para a engenharia de tecidos (Zhao et al.,
2016). Ele participa de varios processos biologicos, dentre eles a mediagcdo de
sinalizacdo celular, regulagdo da proliferacdo e adesdo, assim como da
diferenciacéo celular (Toole, 2004). Essas acdes sdo mediadas principalmente por
receptores como CD44 (glicoproteina de superficie) e RHAMM (receptor for HA-
mediated mobility). A interacdo AH-CD44 estd envolvida em mudltiplas funcdes
celulares como proliferacéo, diferenciacdo, inflamacgéo e tumorigénese (Ponta et al.,
2003; Cao et al., 2005). RHAMM é um regulador critico da mobilidade celular e da

resposta celular a fatores de crescimento (Entwistle ET al., 1996; Hall et al., 1994).
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O AH apresenta propriedades biofisicas de alta viscosidade, elasticidade a
carga negativa, além de mostrar caracteristicas bacteriostaticas, fungistatica, anti-
inflamatorias, proangiogénicas e osteoindutiva (Carlson et al., 2004; Kang et al.,
2011; Turley et al., 2002). Ele tem sido utilizado principalmente para a inducdo da
formacgéo 6ssea em modelos animais como defeitos criticos em calvéarias ou tibia de
ratos e coelhos assim como para aplicac6es odontologicas ap0s extracdo dentaria
em ratos e lesdes periapicais em cdes (Mendes et al., 2008; Raines et al., 2011; de
Brito-Bezerra et al.,, 2012; Yeom et al.,, 2014; Kim et al., 2016). Estudos tém
mostrado que o AH usado como veiculo de fatores de crescimento, pode aumentar a
formagcdo de osso (Itoh et al., 2001; Arosarena & Collins, 2005). Além disso, o
biomaterial tem sido associado a outros materiais de enxerto para melhorar sua
propriedade mecanica para ser usado em areas que recebem cargas. De uma forma
geral, o AH apresenta dupla funcédo. Por um lado, as propriedades fisico-quimicas
(alta viscosidade, elasticidade e carga negativa) facilitam a sua aplicacdo em
defeitos 6sseos (Zhao et al., 2016).

A odontologia € uma area da saude muito interessada no uso de biomateriais
de enxerto e técnicas de engenharia tecidual. A reconstrucdo 6ssea €, muitas vezes,
pré-requisito essencial a reabilitacdo funcional do sistema estomatognatico,
especialmente na correcdo de perdas traumaticas ou mudancas atréficas do
processo alveolar da maxila ou mandibula. A recuperacdo da estrutura 6ssea
perdida pode demandar a realizacdo de cirurgias de enxerto 6sseo ou insercao de
biomateriais. Varios materiais e técnicas que demandam um investimento
relativamente alto tém sido propostos com o objetivo de otimizar o reparo alveolar e
atenuar a perda 6ssea em altura e espessura que se seguem as extracdes dentarias
(Degidi et al., 2012; Loveless et al., 2015).

A cicatrizacdo normal do osso/alvéolo, apds injarias, é caracterizada por
acOes integradas de diferentes células e pode ser dividida nas fases sequenciais de
inflamacé&o, migracdo, diferenciacédo e proliferacdo de células osteogénicas (Sasaki
& Watanabe, 1995; Siqueira jr. & Dantas, 2000), sintese de MEC, mineraliza¢do do
ostedide, maturacdo e remodelacdo Ossea (Lalani et al., 2005). O reparo tecidual
inicia-se com a hemostasia, responsavel por bloguear a perda de sangue atraves de
vasos rompidos (Siqueira jr. & Dantas, 2000). Apés a extracdo de um dente, a
formacdo de um coagulo sanguineo no alvéolo dentario € um passo fundamental

para as fases subsequentes do reparo (Yugoshi et al., 2002). A formacéao da rede de
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fibrina auxilia inicialmente o influxo de neutréfilos, macrofagos e linfocitos,
caracteristicos da resposta inflamatéria aguda (Siqueira Jr. & Dantas, 2000), bem
como possibilita a invasdo de fibroblastos e células endoteliais, presentes no
ligamento periodontal (LP) remanescente (Yugoshi et al., 2002). O LP contém uma
mistura de populagdes celulares incluindo progenitores para osteoblastos (Devlin &
Sloan, 2002), cementoblastos e fibroblastos, essenciais para remodelacéo e
formacdo 6ssea inicial no processo de cicatrizacdo alveolar (Lekic et al., 1997).
Células osteoprogenitoras podem ser derivadas também da medula 6ssea (Shyng et
al., 1999; Devlin & Sloan, 2002) e periésteo (Siqueira Jr. & Dantas, 2000; Rasubala
et al., 2004).

Macrofagos e fibroblastos imaturos parecem ser atraidos para areas com
baixa concentracdo de oxigénio e altos niveis de lactato, presentes na ferida alveolar
em consequéncia do metabolismo das células inflamatodrias (Lalani et al., 2005).
Macroéfagos liberam um fator de crescimento chamado fator angiogénico dependente
de macréfago, quimiotaxico para ceélulas endoteliais. Estas secretam o fator de
crescimento de endotélio vascular (VEGF) que apresenta importantes funcées na
angiogénese e vasculogénese (Lalani et al., 2005), importante passo nos processos
de cicatrizacdo de feridas (Savani et al., 2001). Novos fibroblastos, produzidos por
diferenciacdo de células mesenquimais e mitoses de fibroblastos pré-existentes,
sintetizam uma delicada matriz de colageno que, junto com os capilares
neoformados, caracteriza o tecido de granulacao (Yugoshi et al., 2002). O coagulo é
progressivamente reabsorvido quando € invadido por fibroblastos derivados do LP,
que proliferam ativamente formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente,
células mesenquimais oriundas do LP diferenciam-se em osteoblastos, responsaveis
por produzir novo tecido 6sseo durante a cicatrizacdo alveolar (Tedfilo et al., 2001).
As fibras colagenas inicialmente depositadas formam uma trama preliminar na qual
ocorre a deposicao de osso neoformado (Shyng et al., 1999). Osteoclastos atuam na
remodelacdo 6ssea das margens do alvéolo e dos septos inter-radiculares
remanescentes, presentes apos a extracdo de dentes multiradiculares. Por fim, os
eventos de cicatrizagdo alveolar culminam no preenchimento do alvéolo com tecido

0sseo trabecular (Devlin & Sloan, 2002).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Efeito do acido hialurénico no reparo 6sseo

O AH desempenha um papel crucial no reparo tecidual durante a cicatrizagao
de feridas e em processos inflamatorios por estimular a migracdo, adesédo e
proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas, bem como por induzir sua
diferenciacdo em células osteoblasticas (Grigolo et al., 2001; Lisignoli et al., 2002;
Toole et al., 2002; Arosarena & Collins, 2005; Aslan et al., 2006; Dechert et al., 2006;
David-Raoudi et al., 2008; Pasquinelli et al., 2008). Durante os processos de reparo
0sseo, 0 AH, em virtude de suas propriedades fisico-quimicas, pode atuar na
retencdo de fatores de crescimento osteoindutores dentro do ambiente local (Sasaki
& Watanabe, 1995), além de mediar a adesao de osteoclastos a superficie ssea
(Prince, 2004), acelerar a revascularizacdo (Giavaresi et al., 2005) e a formagao
0ssea in vitro (Sasaki & Watanabe, 1995; Pilloni & Bernard, 1998).

O AH tem sido usado como carreador de fatores de crescimento e de células
mostrando bons resultados na osteogénese e também tem sido aplicado no reparo
0sse em combinacdo com outros materiais de enxerto (Patterson et al., 2010;
Docherty-Skogh et al.,, 2010; Raines et al., 2011; de Brito-Bezerra et al., 2012;
Martinez-Sanz et al., 2012; Yeom et al., 2014; Bae et al.,, 2014). Patterson e
colaboradores (2010) observaram que um hidrogel a base de AH utilizado como
carreador da proteina morfogenética do osso tipo 2 (BMP-2) promove formacao
0ssea em modelo de defeito critico em calvaria de ratos. Resultado semelhante foi
observado por Docherty-Skogh e colaboradores (2010), onde um gel a base de AH
usado como veiculo de BMP-2 induziu massiva formacéo 0ssea e cicatrizacdo de
defeitos cranianos em cobaias. Outro estudo observou que um hidrogel
fotopolimerizavel a base de AH, usado como carreador de fatores de diferenciacéo
osteogénica como o GDF-5, é um bom biomaterial para otimizar a neo-formacéo
Ossea (Bae et al., 2014). Brito-Bezerra e colaboradores (2012) avaliaram o efeito do
AH a 1% em combinacdo com uma esponja de colageno na cicatrizacao de defeitos
criticos de calvaria de ratos. Foram comparados quatro grupos experimentais:
Controle, AH 1%, Esponja de colageno e Esponja de colageno + AH 1%. Os
melhores resultados foram obtidos quando o AH foi aplicado nos defeitos. A

associacdo Esponja de colageno + AH 1% mostrou um preenchimento do defeito
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significativamente maior que 0s grupos controle e esponja de colageno, porém sem
diferencas em relag&o ao grupo AH 1%.

Em outro estudo realizado por Raines e colaboradores (2011) foi observado
que o AH aumenta o numero de vasos sanguineos durante a cicatrizacdo de
defeitos 6sseos em tibias de ratos, confirmando que o biomaterial promove
neovascularizacdo. Mendes e colaboradores (2010), considerando a baixa
estabilidade do AH em ambientes aquosos, avaliaram o efeito da funcionalizacéo de
nanotubos de carbono (NTC) com AH (NTC-AH) no reparo 6sseo em alvéolos
dentais de ratos. Foi observado que tanto o AH isolado quanto a associacdo NTC-
AH induziram aumento na formacdo Ossea e reduziram a quantidade de nucleos
celulares nos alvéolos. Além disso, a expressdo de colageno tipo | também foi mais
pronunciada na presenca do AH. Os autores concluiram que os NTC representam
um material vidvel para carrear o AH em defeitos 0sseos, uma vez que a
funcionalizacdo preservou as propriedades bioldgicas benéficas do AH. A partir dos
resultados desses estudos, concluimos que o AH pode ser usado em conjunto com
outros materiais de enxerto para a cicatrizacdo de defeitos 6sseos (Zhao et al.,
2016).

2.2 Aplicacdes clinicas do AH em Odontologia

Recentemente, a Odontologia tem dado mais atencdo as caracteristicas
bioguimicas e biofisicas do AH, que j& tem sido usado frequentemente em outras
especialidades médicas como oftalmologia, dermatologia e ortopedia. A principal
aplicacdo clinica do material tem sido observada no tratamento de doencas
periodontais (Zhao et al., 2016). Eick e colaboradores (2013) realizaram um ensaio
clinico randomizado para avaliar o efeito de um gel a base AH na cicatrizacao inicial
apos raspagem e alisamento radicular em pacientes com periodontite crénica. A
aplicacdo do AH mostrou efeitos positivos sobre a reducdo da profundidade de
sondagem (PS) e sobre a reducdo da recolonizagdo por periodontopatégenos.
Resultados semelhantes foram observados por outro ensaio clinico que utilizou gel
de AH a 0,2% e observou efeito benéfico na terapia da gengivite induzida por placa.
Eles mostraram que os parametros clinicos e inflamatérios foram melhores com a
aplicacéo do gel, sendo os resultados atribuidos aos efeitos anti-inflamatérios do AH
(Jentsch et al., 2003).
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Ainda nesse contexto, a aplicacdo de um gel adjunto a cirurgia periodontal
mostrou uma significante melhora dos niveis de insercéo clinica (NIC) e da reducgéo
da recessao gengival (RG) (Fawzy El-Sayed et al., 2012). Briguglio e colaboradores
(2013) avaliaram o efeito do AH em defeitos 6sseos periodontais comparado a
raspagem de campo aberto e observaram que o uso do biomaterial oferece efeito
benéfico adicional em termos de ganho de NIC (>2 mm) e reducdo de PS (>2 mm).
Kim e colaboradores (2016) realizaram um estudo para avaliar o efeito do AH em
alvéolos dentais infectados de cdes da raca beagle e observaram que as
propriedades bacteriostatica, osteoindutiva e anti-inflamatéria do AH podem
melhorar a formacédo 6ssea e acelerar a cicatriza¢do de alvéolos infectados.

Existem na literatura diversos estudos que relatam a aplicacdo de produtos a
base de HA na terapia periodontal. Bertl e colaboradores (2015) realizaram uma
revisdo da literatura para avaliar o efeito da aplicacdo do AH como terapia Unica ou
como adjunto a terapia periodontal cirirgica e ndo-cirdrgica. Foi concluido que a
aplicacdo do material como adjunto ao tratamento periodontal tem efeito benéfico e
geralmente moderado sobre os parametros periodontais (NIC e PS). Entretanto
existe grande heterogeneidade nos estudos, com diferentes concentragdes e modos
de aplicacdo. Tais divergéncias fazem com que o material ainda ndo tenha
recomendacdo como coadjuvante ao tratamento periodontal cirdrgico e nao-
cirdrgico.

Outras aplicagdes clinicas para o AH tém sido estudadas em Odontologia. Em
cicatrizacao de feridas, o uso de um gel a base de AH e aminoacidos mostrou maior
rapidez de cicatrizacdo por segunda intencdo em feridas cirdrgicas produzidas por
laser (Romeo et al., 2014). Em cirurgias de terceiro molar, um ensaio clinico
randomizado comparou a aplicacdo de dois sprays, um a base de AH e outro de um
anti-inflamatério ndo esteroide no controle do edema, trismo e dor pds-operatoria.
Foi observado que grupo tratado com AH apresentou um efeito melhor no controle
pos-operatorio imediato do edema e do trismo apds a exodontia de terceiros molares
impactados (Koray et al., 2014). Neste sentido, outro estudo que aplicou o material
em alveolos apds cirurgias de terceiros molares observou reducédo do infiltrado
inflamatorio e aumento da angiogénese em relacdo aos alvéolos controles,
mostrando um efeito anti-inflamatério do AH (Gocmen et al., 2015).

Os efeitos do AH no reparo 6sseo da regido maxillofacial ainda sdo pouco

investigados. Durante o estudo em ratos (Mendes et al., 2008), foi observado que o
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AH acelera a cicatrizagdo de alvéolos dentais apOs exodontia de primeiros molares
superiores. Analises histolégicas e morfométricas demonstraram um aumento
significativo na formacao de trabéculas 6sseas apds 7 e 21 dias de cicatrizacdo, um
menor numero de nucleos celulares e um aumento no nimero de vasos sanguineos
nos alvéolos tratados. Além disso, a expressdao de BMP-2 e OPN, moléculas
usualmente referidas como indicadoras do processo inicial de reparo 6sseo, foi mais
precoce e pronunciada nos alvéolos tratados em relacdo aos controles (Mendes et
al., 2008). Apos ter sido observado sucesso na pesquisa em alvéolos dentais de
ratos, o uso em humanos com o objetivo de otimizar a cicatrizacédo alveolar torna-se
uma etapa de fundamental importancia uma vez que o sucesso do tratamento de
alvéolos humanos com AH poderd reduzir o tempo de cicatrizacdo apoés

procedimentos cirdrgicos.

2.3 Anélise morfométrica da arquitetura 6ssea trabecular através da dimenséo

fractal

O osso trabecular, embora tenha formas complexas, apresenta um padréo de
ramificacdo que exibe propriedades fractais tais como a auto-semelhanca estatistica
e falta de escala bem definida. A auto-semelhanca é a simetria através das escalas,
bem representativa nos fractais naturais e se refere a manutencdo da estrutura
mesmo alterando a escala de observacdo. O objeto apresenta invariancia na sua
forma a medida que a escala é modificada, mantendo-se a sua estrutura idéntica a
original (Sindeaux et al. 2014). Por causa desse fenbmeno, a aplicacdo da geometria
e analise fractal podem ser utilizadas para determinar a complexidade trabecular da
estrutura 6ssea (Sanchez-Molina et al., 2013).

Em 1999, White e Rodolph, a fim de avaliar as alteracdes do padrédo do 0sso
trabecular de pacientes com osteoporose em radiografias periapicais, deram inicio a
um método de analise da morfologia 0ssea trabecular em imagens radiograficas.
Utilizando um software de imagens de dominio publico do National Institute of Health
(NIH), eles desenvolveram um método para medir as caracteristicas morfologicas da
arquitetura trabecular 6ssea. Apds selecionar uma regido de interesse em uma
radiografia digitalizada, a imagem foi sendo manipulada (aplicacdo de filtros,
alteracdo de brilho e quantidade de pixels) para que obtivesse uma imagem binéria

que representasse areas de 0sso trabecular e osso medular. Por fim a imagem
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sofria um processo de “esqueletonizagdo” que sobreposta a imagem original
correspondia ao trabeculado ésseo da mesma (White e Rudolph, 1999).

A dimenséao fractal (DF), expressdo numeérica da analise fractal, € um método
de andlise relativamente novo na Odontologia. Ela pode ser calculada de diversas
formas, mas o método mais comum em radiografias e tomografias dentais em razao
de sua facilidade de execucédo e também de acesso € o método box counting (Leite
et al.,, 2015). Os estudos de forma geral utilizam o programa ImageJ, que é um
programa de dominio publico do NIH que pode ser adquirido no site

http://rbs.info.nih.gov/ij/. A DF de um processo mede a sua complexidade, extensao

espacial, ou capacidade de preenchimento espacial e estd relacionada a forma e
dimensionalidade deste processo (Leite et al.,, 2015). Na analise fractal, um
algoritmo de contagem de caixa é usado principalmente para quantificar o padrao
trabecular pela contagem do osso trabecular e interface de medula 6ssea. O método
também avalia a fronteira do osso trabecular e na medula éssea, e um maior valor
da contagem de caixas indica uma estrutura mais complexa (Caligiuri et al, 1994).
Em odontologia, a DF representa uma excelente ferramenta para estudar o
padréo 6sseo trabecular. Doencas caracterizadas por alteracdes 6sseas metabdlicas
que interferem na densidade 6ssea, como a osteoporose tem sido muito estudadas
em radiografias dentais e panoramicas (Koh et al., 2012; Sindeaux et al. 2014). De
forma geral, tem sido observado que a DF tem correlacdo com a massa 0ssea
(Bollen et al., 2001). Ela também tem servido como instrumento para detectar
mudancas iniciais no padrdo Osseo trabecular periapical ap6s o tratamento
endodontico (Chen et al., 2005). Em tomografias computadorizadas cone beam
(TCCB) a DF ja foi usada para verificar alteracbes 6sseas em pacientes com
osteonecrose associada a uso de bisfosfonatos (Torres, 2011) e tem sido
frequentemente empregada para avaliar a formacdo déssea em estudos com

implantes dentarios.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do AH no reparo 6sseo de alvéolos dentais humanos apoés

exodontia de pré-molares inferiores com indicac¢do ortodontica.

3.2 Objetivos especificos

e Quantificar a neoformacao 6ssea nos alvéolos dentais através de um software
de morfometria digital (KS300).

e Avaliar, através de imagens de tomografias computadorizadas do tipo cone
beam, as alteracdes dimensionais dos alvéolos dentais.

e Avaliar o padrdo estrutural do trabeculado Osseo alveolar através da

mensuracgao da dimensao fractal.
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4 METODOLOGIA

4.1 Acido hialurénico

Comercialmente, o AH apresenta-se em sua formula solavel como gel
(C14H20NNaO11)n.Na. A andlise do produto AH a 1% (fabricante BIO
PRODUCTS), fornecido pelo distribuidor BS Pharma descreve-o como um liquido

limpido e viscoso, incolor, pH 5,99, densidade 1 kg/m? e viscosidade 8400 Pa.s.

4.2 Desenho do estudo

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP) com o parecer de n° 656/2011 (Anexo 1). O mesmo esta
registrado na plataforma clinicaltrials.gov com o numero de registro: NCT02709525 e
foi desenvolvido de acordo com o Consolidated Standards of Reporting Trials
statement - CONSORT (Schulz et al.,, 2010). Trata-se de um estudo unicéntrico,
prospectivo, randomizado, controlado (boca dividida) e triplo-cego. Todos o0s
pacientes receberam um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo 2) concordando em participar do estudo.

4.3 Célculo amostral

Para o célculo amostral foi empregado a formula de medidas repetidas (Jekel
et al. 2001). O célculo foi realizado considerando um nivel de significancia de 95%,
variancia de 207,327 (obtido do estudo piloto) e uma diferenca de, pelo menos, 5
pontos para ser detectado entre os grupos controle e tratado. Empregando esta

formula, o tamanho amostral minimo necessério foi estimado em 16 pacientes.

4.4 Participantes e critérios de elegibilidade

Os sujeitos da pesquisa foram cuidadosamente selecionados a partir do curso
de especializacdo em Ortodontia da Associacdo Brasileira de Odontologia (ABO) —
Secdo Minas Gerais e da Faculdade de Odontologia da UFMG, no periodo de

agosto de 2012 a fevereiro de 2015. Todos os pacientes responderam a um
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guestionario de saude e foram avaliados clinicamente. Os mesmos deveriam ter os
seguintes critérios de elegibilidade.

Critérios de incluséo:

- Pacientes de ambos os géneros com idade entre 14 a 40 anos;

- Necessidade ortoddntica de exodontia bilateral de primeiros pré-molares inferiores;
- Boa saude geral (fisica e mental) no periodo da selecéo.

Critérios de exclusao:

- Uso de alcool, tabaco, drogas ou abuso de medicamentos (julgado pelo
investigador), que pudessem influenciar o acompanhamento em longo prazo;

- Pacientes com doencas sistémicas como, diabetes ndo controlada, discrasias
sanguineas, insuficiéncia renal ou cardiaca e osteoporose;

- Gravidez;

- Sinais clinicos ou radiograficos de processos patolégicos no osso mandibular;

-- Pacientes cujos pré-molares inferiores apresentassem cérie, trauma, fratura,
doenca periodontal e/ou tratamento endodoéntico;

- Fratura radicular ou perda 6ssea em algum dos processos alveolares;

- Alvéolos tratados em que a cicatrizacdo ndo estivesse compativel com a

normalidade durante o acompanhamento da pesquisa.

4.5 Aleatorizacao

Cada paciente foi submetido a exodontias bilaterais dos primeiros pré-molares
inferiores e os alvéolos foram aleatoriamente divididos em: preenchido com AH a 1%
(Grupo A) e coagulo - controle (Grupo B). A randomizacao foi realizada da seguinte
forma: dois envelopes opacos, identificados (1 e 2) e selados foram preparados. O
envelope 1 continha 16 cartdes com a identificacdo “lado direito” e “lado esquerdo”.
O envelope 2 continha 16 cartdes referentes aos grupos de estudo (Grupos A e B).
Foi realizado um sorteio de um cartdo em cada envelope e criada uma lista
numerada sequencialmente (1 a 16 — nimero de pacientes) com as combinacdes
obtidas. Apds determinado qual lado receberia o tratamento com AH 1%,
automaticamente o contralateral foi designado como controle. A lista ficou sob os
cuidados de um investigador responsavel por realizar a randomizacgéo e alocagéo do
lado do tratamento e de informar ao auxiliar do cirurgido qual o lado de cada

paciente foi escolhido para receber o tratamento.
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4.6 Procedimentos cirurgicos e aplicacdo do tratamento

Previamente as exodontias, todos os pacientes selecionados receberam
instrucdes de higiene bucal e procedimentos béasicos de controle de placa
(raspagem supra-gengival, polimento coronario e aplicacdo de fldor). Um Unico
operador realizou os procedimentos de exodontia e a aplicagdo do tratamento foi
feita pelo auxiliar. As exodontias de ambos o0s pré-molares inferiores foram
realizadas sob anestesia local (cloridrato de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000)
e com a utilizacdo de férceps para pré-molares inferiores (n° 151), seguindo técnica
classica.

Foi realizada sutura em “X” com fio de seda 5.0. Imediatamente ap0s as
suturas, o AH 1% foi injetado nos alvéolos selecionados utilizando uma seringa e
agulha descartavel e estéril até o seu completo preenchimento (~ 1 mL), enquanto
que os alvéolos contralaterais foram naturalmente preenchidos apenas com coagulo
(controle). Para que o paciente ndo tivesse conhecimento de qual alvéolo tinha
recebido o tratamento, em ambos os alvéolos a seringa foi levada em posi¢éo por 30
segundos, mas apenas no selecionado para receber o tratamento o gel foi aplicado.

Todos o0s pacientes receberam a mesma medicacdo pos-cirdrgica
(Paracetamol 750 mg — 6/6 horas em caso de dor) e recomendacdes pos-
operatorias por escrito. Nenhum paciente foi informado sobre qual o lado recebeu a
aplicagdo do tratamento com AH 1%. Ao final do experimento, o paciente foi

instruido a manter uma gaze estéril entre as arcadas durante 30 minutos.

4.7 Tomografias computadorizadas cone beam (TCCB)

Cada paciente realizou tomografias computadorizadas tipo cone beam em
dois periodos poés-operatérios: 30 dias e 90 dias ap6s os procedimentos cirlrgicos.
As tomografias foram realizadas no aparelho I-CAT® (Modelo Next Generation —
Imaging Sciences International — Hatfield, PA, EUA). Os exames foram realizados
com voxel a 0,25 mm, com campo de visdo de 7x16 cm e tempo de exposicao de
26,9 segundos. As reconstrucbes das tomografias foram feitas por um unico
examinador e as imagens obtidas foram usadas para analisar as alteracbes
dimensionais do alvéolo, avaliacdo morfométrica da porcentagem de 0SSO

neoformado e dimenséo fractal. Esses parametros foram analisados por um unico
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examinador que era desconhecedor de qual alvéolo (esquerdo ou direito) tinha
recebido o tratamento. Esse examinador passou por um exercicio de treinamento e
calibracdo previamente ao estudo principal. Foram selecionadas 10 imagens de
alvéolos dos pacientes, de forma aleatoria, nas quais o examinador realizou as
medidas em dois momentos distintos com intervalo de 15 dias. O coeficiente de
correlacdo intra-classes variou entre 0,87 e 0,94, mostrando que o examinador

estava calibrado para realizar as analises.

4.7.1 Alteragdes dimensionais do alvéolo

As imagens foram avaliadas da seguinte forma: 1° passo — o longo eixo do
alvéolo foi alinhado verticalmente nos planos coronal e sagital (na reconstrucéo
multiplanar); 2° - apds a reconstru¢cdo panoramica foram determinados cortes
ortorradiais (Imm de espessura e 1mm de espacamento) perpendiculares as
margens do processo alveolar na regido correspondente ao dente extraido; 3° - no
corte ortorradial mais central do alvéolo na tomografia de 30 dias foi feito a medida
do 4pice do alvéolo até o limite externo da basilar (padronizagédo para avaliacdo da
proxima tomografia de 90 dias). Posteriormente, o alvéolo foi medido (apice até
cervical) para que fosse dividido em trés tercos (cervical, médio e apical).

Para avaliar possiveis alteracfes dimensionais do alvéolo foi mensurada a
espessura vestibulo-lingual (V-L) do processo alveolar. As medidas V-L foram feitas
no centro de cada terco do alvéolo: cervical, médio e apical. Por exemplo: se o
alvéolo apresentou 13,6 mm, cada ter¢co possuia aproximadamente 4,5 mm. No
centro de cada terco (2,2 mm) foi realizada a medida. A primeira a 2,2 mm do apice,
a segunda a 6,8 mm (4,5 mm + 2,2 mm) e a terceiraa 11,2 mm (9 mm + 2,2 mm). As
medidas foram realizadas no corte ortorradial mais central de cada alvéolo (Figura
2).

Para avaliar a evolucdo nas alteracdes dimensionais entre um e trés meses,

foram comparadas as medidas de espessura entre 30 e 90 dias pos operatorio.
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Figura 2: Medida da espessura vestibulo-lingual (V-L) do processo alveolar

nos trés tercos do alvéolo.

4.7.2 Avaliacdo morfométrica da porcentagem de osso neoformado e anélise
fractal

Para medir a formacdo O6ssea dentro do alvéolo foi utilizada a metodologia
adaptada de Miranda e colaboradores (2012). Cinco cortes ortorradiais de cada lado
(experimental e controle) foram capturados, totalizando 80 imagens por grupo. Em
cada imagem, o examinador demarcava com recursos do programa KS300 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemanha) a area do alvéolo (regido de interesse). As areas
mais claras correspondiam ao tecido 6ésseo mais maduro, enquanto as areas mais
escuras correspondiam a matriz de fibrina, processo inflamatério e coagulo
sanguineo. Na area demarcada foram selecionados todos os pixels de tons de cinza
claros correspondentes as zonas de neoformacdo Ossea e criada uma imagem
binaria para o célculo da area em mm?® Em seguida, todos os pixels da area
demarcada foram selecionados para o célculo da éarea total do alvéolo pelo mesmo
programa (Figura 3). Os resultados foram expressos pela porcentagem média de

osso formado obtida através da férmula:

Area de forte intensidade / area total do alvéolo x 100
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Figura 3. Etapas para analise da porcentagem de osso neoformado. A — Recursos
do programa KS300 usados para demarcacdes das imagens; B — Corte selecionado
para analise; C — Delimitacdo da regido de interesse; D — Area do alvéolo
demarcada e isolada; E — Pixels de tons de cinza claro correspondentes as zonas de
neoformacdo 6ssea; F — Todos pixels selecionados para calculo da area total do

alvéolo.

Em relacdo & analise fractal, foram também usadas 5 imagens do lado tratado e 5 do
lado controle, processadas de acordo com o método proposto por White & Rudolph
(1999). Elas foram salvas em 8-bit de profundidade de aquisicdo em escala de cinza
e 600 dpi de resolucdo espacial. A regido de interesse para analise foi delimitada
englobando toda extensdo do alvéolo de cada imagem, excluindo a lamina dura
alveolar. Para o calculo da dimensao fractal foi utilizado o programa ImageJ, que é

de dominio publico e pode ser acessado no site http:/rbs.info.nih.gov/ij/. O célculo

da dimensao fractal foi realizado pelo método proposto por White & Rudolph (1999)
através da técnica algoritmica de contagem de células (box counting). A area de
interesse foi selecionada e posteriormente duplicada. Esta dupla imagem recebeu
um filtro Gaussian (sigma-35) e subtraida da imagem original. Em seguida, foi
somado valor de cinza de 128 e a imagem transformada em binaria, fazendo com

que as regibes que representassem 0SSO passassem a ficar da cor preta e o0s
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espacos passassem a ficar com a cor branca. A imagem foi erodizada, dilatada e,
finalmente, esqueletonizada para aplicacéo final da andlise fractal (Figura 2).



Figura 4: Etapas para analise da dimenséao fractal dos alvéolos dentais . A — Corte ortorradial de uma tomografia computadorizada

cone beam; B — Regido de interesse selecionada (alvéolo dental); C — Imagem borrada com filtro Gaussian; D — Resultado da

subtracdo da imagem; E — Adicao de valor de cinza de 128; F — Imagem binaria; G — Imagem erodizada; H — Imagem dilatada; | —

Imagem esqueletonizada.

8¢
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4.8 Andlise estatistica

Os dados foram digitalizados e organizados no Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) Statistics versao 20.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Para analise
estatistica dos resultados, foi realizada analise descritiva e teste de normalidade
Shapiro-Wilk para determinar se os dados apresentavam distribuicdo normal. Foram
utilizados testes ndo paramétrico (Wilcoxon) ou paramétrico (teste t de Student
pareado) para comparacao entre os grupos (AH e coagulo). O nivel de significancia
considerado para todos os dados analisados foi de p<0,05. O investigador
responsavel pelas analises estatisticas também né&o tinha conhecimento de qual
alvéolo recebeu o tratamento, que foi revelado apenas apos aquisicdo e andlise de

todos os dados.
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ABSTRACT

Hyaluronic Acid (HA), in the last decades, has become widely studied as a powerful
biomaterial for tissue engineering, since its biocompatibility, biodegradability, and
participation in several biological processes related to morphogenesis and tissue
healing. The aim of this study was to evaluate the effects HA on bone repair in
human dental sockets. Thirty-two premolars were extracted from 16 patients with a
mean age of 18.67 (SD = 7.95) years old with indication of bilateral extraction of
lower first premolars. Immediately after the extractions, one socket was randomly
filled with 1% HA gel, while the other side was naturally filled with blood clot. During
the postoperative intervals of 30 and 90 days, the patients underwent cone beam
computed tomography (CBCT). Five central orthoradial slices were captured from
each socket. The gray intensity was measured in each image and the results were
expressed as mean percentage of bone formation. The buccolingual alveolar ridge
width was also measured and dimensional changes were compared between the
postoperative intervals. The pattern of the alveolar trabecular bone was evaluated
through the fractal dimension. Statistical analyses included descriptive analysis and
Wilcoxon and paired-t tests (p<0.05). The treated sockets showed a higher
percentage of bone formation and fractal dimension values (58.17% and 1.098,
respectively) compared with controls (48.97% and 1.074, respectively) in the 30-day
postoperative period (p<0.05). After 90 days, there were no significant differences
between the groups. Additionally, no significant differences were found between the
groups regarding the alveolar dimensions (p>0.05). Thus, these data indicate that HA

accelerate the bone repair in human dental sockets.
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INTRODUCTION

Hyaluronic acid (HA), also known as sodium hyaluronate (HY) or hyaluronan
(HYA), is a high molecular weight glycosaminoglycan (GAG) composed of repeating
disaccharide non-sulfated units of D-glucuronic acid and N-acetylglucosamine (Aslan
et al.,, 2006). HA is a biomolecule of considerable importance since it is one of the
major component of the extracellular matrix in addition to be widely distributed in
several tissues, like skin, synovial fluid, cartilage, tendons, eyes and in most body
fluids (Prince, 2004; Falcone et al., 2006).

Due to its participation in several biological processes related to
morphogenesis and tissue healing along with its biocompatibility, biodegradability,
and nonimmunogenicity, HA, in the last decades, has become widely studied as a
powerful biomaterial for tissue engineering (Zhao et al., 2016). It plays a key role
during bone repair by stimulating cell migration, adhesion and proliferation of
undifferentiated mesenchymal cells inducing their differentiation into osteoblastic
cells (Dechert et al., 2006; Kim et al., 2007; Pasquinelli et al., 2008). Because of its
physicochemical properties, it can retain osteoinductive growth factors into the local
environment, as well as mediate the adhesion of osteoclasts to the bone surface, and
accelerate revascularization and bone formation in vitro (Sasaki & Watanabe, 1995;
Prince, 2004; Giavaresi et al., 2005; David-Raoudi et al., 2008).

More recently, HA-based materials have been applied into bone defects in
animal models experiments alone, associated to scaffolds or as a delivery carrier of
growth factors, promoting and/or enhancing bone formation (Mendes et al., 2008;
Tanaka et al., 2011; Brito Bezerra et al., 2012; Bhakta et al., 2013; Suzuki et al.,
2014).

Despite the fact that HA is widely used in many medical fields, such as
dermatology as dermal filler (Hemshekhar et al., 2016), ophthalmology (Fakhari and
Berkland, 2014; Kretz et al., 2014) and orthopedic as an anti-inflammatory agent in
various inflammatory conditions, clinical applications of HA in dentistry is still little
known. Recent investigations found that HA appears to offer a beneficial effect on the
management of swelling and trismus (Koray et al., 2014) and on the inflammatory
reaction following third molar surgery (Gocmen et al., 2015). Also, along with guided
tissue regeneration, a HA-based matrix induced a significant added benefit in terms
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of cClinical Attachment Level gain, reduction of radiographic defect depth and
probing pocket depth (Sehdev et al., 2016). Regarding the wound healing, it was
observed that the use of a gel containing amino acids and sodium hyaluronate
promotes faster healing via secondary intention in laser-induced wounds (Romeo et
al., 2014). Thus, the effects of HA on human bone repair in maxilofacial regions
remains under investigated, mainly in terms of bone repair. In this context, the aim of
the present study was to evaluate the effects of HA on bone repair in human dental

sockets.

MATERIALS AND METHODS
Study design

This study was approved by the National Research Ethics Committee
(CONEP) (protocol #656/2011), registered in the clinicaltrials.gov platform
(#NCT02709525) and conducted in accordance with the Consolidated Standards of
Reporting Trials statement (Schulz et al., 2010). It is a single-center, prospective,
randomized, controlled (split-mouth) and triple-blind clinical trial. Each patient signed

a statement of informed consent prior participation in the study.
Sample size calculation and pilot study

The sample size was calculated based on the outcome measure percentage
of bone formation and the estimate for the comparison of repeated quantitative
measurements was used for calculation (Jeckel et al., 2001). It was considered a
95% confidence level, a standard deviation of 207,327 and the difference between
groups of at least 5 points (parameters obtained from a pilot study involving 5

patients) to calculate the sample size. A minimum of 16 patients was determined.
Sample selection and eligibility criteria

The subjects were carefully selected from the orthodontic clinics of the Brazilian
Dental Association (ABO-MG), as well as of the Federal University of Minas Gerais
(UFMG) from August 2012 to July 2015. All patients responded to a health
guestionnaire and assessed clinically. The inclusion criteria were healthy volunteers

aged 14 to 40 years with an orthodontic indication for bilateral extraction of
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mandibular first premolars. The following were the exclusion criteria: alcoholism;
smoking; drug use and abuse of drugs; pregnancy or lactation; systemic diseases
(uncontrolled diabetes, blood dyscrasias, kidney or heart failure and osteoporosis);
clinical or radiographic signs of pathological processes in the bone, premolars with
caries, periodontal disease, endodontic treatment or root fracture and hypersensitivity

to the drugs or other substances employed in the study.

Randomization

Each patient underwent bilateral extraction of the lower first premolars and the
sockets were randomly divided into: i) sockets filled with 1% HA (Group A) and ii)
sockets filled with clot - control (Group B). Randomization was performed by a
researcher not directly involved in the evaluation of the outcomes and surgeries,
using two opaque, labeled, sealed envelopes. The envelope #1 contained 16 cards
labeled right or left and the envelope #2 contained 16 cards labeled with the groups
(group A or group B). A numbered sequentially list (1 to 16 - the number of patients)
with a combination obtained by means of a draw of the group and side of the surgery
was created. After determination of the side that should be filled with HA,
automatically the contralateral side was designated as control. For each patient
enrolled, the researcher responsible for randomization informed the surgeon

assistant which side was allocated to receive HA.
Surgical procedures and dental sockets treatment

Prior to tooth extractions, all selected patients received instructions for oral
hygiene and basic procedures to plaque control (supra-gingival scaling, coronary
polishing and fluoride application). A single operator performed the extraction
procedures and the application of the HA was made by the surgeon assistant. The
extraction of both lower premolars was performed under local anesthesia (2%
lidocaine with 1:100,000 epinephrine) and the forceps for premolars (#151) was used
following classical technique. The sockets were sutured with interrupted “X” stitches
using silk thread 5.0. Immediately after the sutures, the selected socket was filled
with 1% HA (approximatelly 1 mL) using a sterile disposable syringe and needle,
while the contralateral socket was filled only with natural clot. The syringe was taken

into the position for 30 seconds in both sockets, but only in the socket selected for



35

the treatment the HA gel was applied. This manouver aimed keeping the patient
unware of which socket received the treatment.

All patients received the same post-surgical medication
(paracetamol/acetaminophen 750 mg - every six hours, as needed, for the control of
pain for a maximum of three days) and post-operative written recommendations.
Patients were not informed about which side was applied with HA. At the end of the
procedure, patients were instructed to maintain an sterile gauze between the arches

for approximately 30 minutes.
Cone beam computed tomography (CBCT)

Each patient underwent CBCT scans at two post-operative periods: 30 days
and 90 days after surgery. The scans were performed in the [-CAT® device (Model
Next Generation - Imaging Sciences International - Hatfield, PA, USA). The
examinations were performed with voxel= 0.25 mm, 7x16 cm field of view and time of
26.9 seconds of exposure. The images obtained were used to analyze the alveolar
dimensional changes, morphometric evaluation of the percentage of newly formed
bone and mean fractal dimension (FD). These parameters were analyzed by a single
trained, calibrated examiner who was blinded to which sockets received the HA. This
examiner went through a training exercise and calibration prior to the main study.
Calibration was performed using 10 images randomly, in which the examiner
performed the measurements in two separate occasions with a 15-day interval. The
intra-class correlation coefficient ranged from 0.87 to 0.94, showing that the examiner

was calibrated to perform analyzes.
Alveolar dimensional changes

The images were evaluated as follows: 1) the long axis of the socket was
aligned vertically in the coronal and sagittal planes (during multiplane reconstruction);
2) after the panoramic reconstruction, orthoradial slices (1mm thick and 1mm
spacing) perpendicular to surfaces of buccolingual plates of the alveolar ridge on
axial view were determined in the region corresponding to the tooth extracted; 3) in
the 30-day period, it was measured the distance from the apex to the outer limit of
the basilar in the most central slice (standardization for evaluation of the 90-day

tomography); 4) subsequently, the socket was measured (apex to cervical) divided
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into three thirds (cervical, middle and apical). The buccolingual alveolar ridge width
was measured and compared with the postoperative data to evaluate possible
alveolar dimensional changes. The measurements were made at the center of each

third portion of the socket: cervical, middle and apical.
Morphometric evaluation and fractal dimension analysis

To measure bone formation inside the tooth sockets, the methodology was
adapted from Miranda et al. (2012). Five representative images of each socket were
captured, totaling 80 images per group. In each image, the examiner delimited the
area of dental socket (region of interest — ROI). The gray intensity was measured for
each image with the use of the KS300 software coupled to a Carl Zeiss image
analyzer (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). The high intensity areas (HIA)
corresponded to the more mature bone tissue, while the weak intensity areas (WIA)
corresponded to fibrin matrix, inflammatory process and blood clot. Thus, at the
delimited dental socket area (ROI), pixels of light gray tones corresponding to areas
of bone formation were selected and then created a binary image to calculate the
area in mm?. Then, all pixels of the ROl were selected for the calculation of the
socket total area (STA). The percentage of formed bone was obtained through the

following formula: Mean socket filling = [HIA (mm?)/STA(mm?)] x 100.

Regarding the fractal dimension (FD) analysis, five digital images of each side,
processed in accordance to White & Rudolph (1999), were used. Data were analyzed
with the ImageJ software (Image J, US National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA). The ROI analysis was defined as encompassing all socket extension of each
image, excluding the alveolar lamina dura. The calculation of the FD was conducted
by the box-counting method. The ROI was selected, cropped and subsequently
duplicated. This double image was blurred with a Gaussian filter (sigma-35) and
subtracted from the original image. Then, a gray value of 128 was added to each
pixel location and the resultant image was converted into a binary image, making
regions that represent bones black in color and marrow spaces white in color. The
image was eroded and dilated to reduce the noise and finally skeletonized for FD

analysis (Figure 1).
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Statistical analysis

Data were organized in the Statistical Package for Social Sciences (SPSS)
version 20.0 Statistics (IBM Corp., Armonk, NY, USA). For statistical analysis,
descriptive statistics were performed, as well as the Shapiro-Wilk normality test to
evaluate the distribution of the data. Non-parametric (Wilcoxon) or parametric (paired
Student's t test) tests were used to compare the groups. The level of significance for
all the analyzed data was p <0.05. The statistician was also unware of which socket
received the treatment, that was only revealed after the acquisition and analysis of all

data.

RESULTS

Thirty-two lower premolars were extracted from 16 patients with a mean age of
18.67 (SD = 7.95) years old with orthodontic indication of bilateral extraction. Patients
participated of all stages of the trial and there was no segment loss. The sockets
filled with 1% HA presented a higher percentage of newly formed bone than the
sockets that were filled only with natural clot in the postoperative period of 30 days (p
= 0.004) (Figures 2 and 3). However, no significant differences were observed in the
90-day period (p = 0.216) (Figure 2).

In terms of buccolingual alveolar ridge width at the three thirds of the sockets,
no significant differences were viewed between the groups (p> 0.05) (Table). Also,
when comparing the evolution of bone loss between the first and third postoperative
month, no statistically significant differences between the groups were found (Figure
4). Regarding the analysis of the FD, it was observed a significant increase in the
HA-treated group at 30 days (1.098 £ 0.042 vs. 1.074 = 0.045 in the control group, p
= 0.003), but not at 90 days after the surgery, when compared with the untreated

group (Figure 5).

DISCUSSION

The purpose of this study was to investigate if sockets filled with hyaluronic

acid gel present any improvement on bone formation regarding the time and alveolar
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dimensions preservation. To the best of our knowledge, this is the first study to
assess the effect of HA on bone formation in human dental sockets. In tooth sockets
of rats, it was observed that HA accelerates the healing process after extraction of
first molars (Mendes et al 2008). Histological and morphometric analyses showed a
significant increase in the amount of bone trabeculae at 7 and 21 days after tooth
extraction and in the vessels counting at 7 days. Furthermore, expression of BMP-2

and osteopontin was enhanced in HA-treated sockets (Mendes et al 2008).

The experimental model adopted (split-mouth) enables each patient acts as
his/her own control, minimizing individual factors that might interfere in the results of
the work. The use of fresh sockets of mandibular first premolars with orthodontic
extraction indication was practical, since these teeth were uniradicular teeth free of
inflammation and with a reasonable demand for orthodontic treatment. On the other
hand, this model presented as a limitation the impossibility of performing histological
analysis or long term evaluation. Although the use of HA as adjunctive strategy for
orthodontic treatment was not the main objective of this study, the orthodontist was
asked to assess during the course of the treatment if there was any negative
interference or change after application of force between the two sides of the arch. It
was reported that no significant changes in the course of the treatment or in the
outcome of the orthodontic treatment were observed due to the presence of the

material.

Several graft materials used alone or associated (autograft, allograft and
alloplastic) have shown good results in bone therapy. Many strategies adopted
immediately after extraction have proven to maintain bone dimensions (Degidi et al.,
2012; Loveless et al., 2015). The process of resorption and bone remodeling is more
intense in the first three months after extraction and to control this process is a
challenge for dentistry. The bone formation in this study was evaluated by CBCT 30
and 90 days after the beginning of the healing process. At 30 days, it was observed
that bone formation was more advanced in sockets filled with HA, whereas at 90
days treated and control sockets had similar bone density pattern, showing that the

biomaterial had a positive influence in the beginning of the alveolar healing process.

The evaluation of bone formation using CBCT is done through various

methods without a defined standardization, making it difficult to compare different
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studies. The use of Hounsfield units (HU) is a controversial subject in the literature
since the consistency and accuracy of the values remain elusive (Loveless et al.,
2015). On the other hand, the morphometric analysis using the software KS300 was
carried out in a recent study by Miranda et al. (2012) who applied the gray intensity to
compare bone formation in images captured by CBCT.

Because trabecular bone structure is quite complex, numerically quantification
of bone formation is also complex. Trabecular bone has a branching pattern that
displays fractal properties, such as statistical self-similarity and lack of well-defined
scale. Thus, due to these phenomena, the application of fractal geometry and
analysis can be used to determine the complexity and trabecular bone structure
(Sanchez-Molina et al., 2013). FD, a numerical expression of the fractal analysis, is a
method of analysis relatively new in dentistry. It can be calculated by different ways,
but the most common method in dental x-rays and CT scans is the box counting due
to easy implementation and access (Leite et al., 2015). In general, FD has good
correlation with bone mass (Bollen et al., 2001) and it has been used as a tool to
detect early changes in periapical trabecular bone pattern after endodontic treatment
(Chen et al., 2005; Yu et al., 2009). In addition, FD associated with CBCT has been
utilized to evaluate bone alterations in patients with osteonecrosis linked to
bisphosphonates (Torres et al., 2011), as well as bone formation in studies of dental
implants (Gonzalez-Matrtin et al. 2012; Veltri et al, 2011). In our study, it was possible
to evaluate the bone structural complexity and to observe that the sockets receiving
HA had a higher bone formation. Unfortunately, due to methodological differences

among the studies, these results can not be compared with others works.

Atrophic changes in the alveolar process caused by biologic events occurring
during the healing after tooth extraction are a problem for aesthetic and functional
rehabilitation (Jambhekar et al., 2015). For these reasons various strategies that
involve alveolar ridge preservation and/or replacement of the bone structure have
been proposed. Here, no significant differences in relation to dimensional changes of
the alveolar process were observed. A similar result was found in a previous study
comparing the dimensional changes between sockets filled with an osteoinductive

allograft or with blood clot (Brownfield and Weltman, 2012).
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Although in the last few years, the anti-inflammatory, osteoinductive,
bacteriostatic and other beneficial effects of HA have emerged for possible therapies
in dentistry, its full effectiveness to become indeed indicated as a biomaterial for
clinical application still requires further investigations. The results of this study are
promising from the viewpoint of bone formation. It is noteworthy that it was not
possible to perform histological analysis, as the methodology did not allow bone
biopsy. Thus, future clinical studies in human involving both radiographic diagnosis of
bone formation and histological evaluation can bring a new perspective to accelerate
alveolar bone formation. Furthermore, the use of HA in association with other

materials can result in an excellent strategy in oral regenerative medicine.
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Table: Buccolingual alveolar ridge width at the three thirds of the sockets (cervical,

medium and apical).

Postoperative Experimental group — mean (SD)
Third of socket p value
Interval Control HA
Cervical 7.90 (1.34) 8.29 (1.43)
30 days Medium 8.87 (1.72) 8.83 (1.71) >0.05
Apical 9.31 (1.75) 9.23 (1.88)
Cervical 7.14 (1.26) 7.73 (1.40)
90 days Medium 8.33 (1.68) 8.57 (1.89) >0.05
Apical 9.09 (1.68) 9.04 (2.06)

No significant differences between the groups were found. Paired T-test or Wilcoxon

Test.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Steps for fractal dimension analysis of dental socket. A — orthoradial slice
of cone beam computed tomography; B - selected region of interest (socket); C -
blurred image with Gaussian filter; D - image subtraction result; E - added gray value

of 128; F - binary image; G - eroded image; H - dilated image; | - skeletonized image.

Figure 2: Representative slices of cone beam computed tomography of control and
1% hyaluronic acid (HA)-treated sockets at 30 days after tooth extraction. Top panel -
socket treated with HA; bottom panel - control socket. 1 - delimitation of the region of
interest (dental socket); 2 - total area of the socket; 3 - overlapped area of intra-

alveolar newly formed bone; 4 - demarcation of high intensity areas.

Figure 3: Percentage of newly formed bone in tooth sockets of hyaluronic acid (HA)

and control groups at 30 and 90 days after surgery. *p<0.05 (Paired t test).

Figure 4: Dimensional changes in cortical thickness of tooth sockets treated or not
with hyaluronic acid (HA) between 30 and 90 days after surgery in cervical, medium
and apical thirds of the sockets. No significant changes between the groups were

observed (paired T test).

Figure 5: Representative (1) selected original image, (2) skeletonized image and (3)
overlapped images of (A) control socket and (B) hyaluronic acid (HA)-treated socket

after 30 days of healing process.



Figure 1:

47



Figure 2:

Socket treated with hyaluronic acid

48



Figure 3:

percentage of formed bone

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

30 days 90 days
Postoperative periods

49

m Control

® Hyaluronic acid



Figure 4:

Dimensional alveolar loss (mm)

0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Cervical third

Middle third

Apical third

50

M Control

% Hyaluronic acid



Figure 5:

TS



52

6 CONSIDERACOES FINAIS

O AH apresenta uma variedade de aplicacfes clinicas na atualidade. Estudos
laboratoriais in vitro e experimentos com animais demonstraram que ele apresenta
capacidade de induzir a neoformacdo Ossea. Entretanto, até o momento, sua
aplicabilidade clinica em Odontologia é pouco explorada. O presente estudo é o
primeiro a avaliar a eficacia do AH, em relacédo ao reparo 6sseo, em alvéolos dentais
em humanos.

Existem diversos materiais e estratégias de enxertos usados atualmente na
Odontologia, entretanto um biomaterial ideal ainda ndo existe. O AH apresenta
propriedades osteoindutoras e biocompatibilidade, uma vez que o mesmo esta
presente naturalmente nos tecidos do corpo. Sendo assim, ele pode ser
potencialmente Util para o reparo de defeitos teciduais 0sseos, acelerando a
formacao e deposicdo de matriz 6ssea.

O nosso estudo indica que o AH pode representar um potencial biomaterial
para o reparo 6sseo em humanos. Foi observada uma maior formacdo 6ssea nos
alvéolos tratados com AH imediatamente apds a exodontia. Areas da Odontologia
como a Implantodontia, Cirurgia e Periodontia que utilizam de estratégias como
regeneracao 0ssea guiada, enxertos 0sseos e biomateriais podem se beneficiar do
uso do AH.

Futuros estudos clinicos em humanos que envolvam tanto o diagnéstico
radiografico da neoformacao 6ssea quanto avaliacdo histoldégica podem trazer mais
informacBes acerca da capacidade osteoindutora desse material. Além disso, a
utilizacdo do AH associado a outros materiais que auxiliem na preservacao alveolar
pode se tornar uma excelente estratégia ndo s6 para a preservagao 6ssea alveolar,

mas também como material de enxerto.
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7 CONCLUSAO

Houve uma maior porcentagem de neoformacdo dssea nos alvéolos tratados
com AH e esses alvéolos apresentaram valores de dimenséo fractal maiores um
més apos a exodontia. Em relacdo as alteracbes dimensionais, ndao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os alvéolos tratados e os
controles. Esses achados indicam que o AH representa um potencial biomaterial

para o reparo 6sseo de alvéolos dentais humanos.
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9 ANEXOS

9.1 — ANEXO 1 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITLE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0328.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Anderson José Ferreira
Departamento de Morfologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e
aprovou, no dia 24 de setembro de 2012, o atendimento as
recomendagdes da CONEP do projeto de pesquisa intitulado "Uso do
Hialuronato de S6dio como uma estratégia terapéutica para reparos

o0sseos em humanos" bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa%arques AmaralQ
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa [I - 2° andar — Sala 2005 - Cep:31270-901 - BI I-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coepi@prpg.uling, br



9.2 ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Identificagao do Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Uso do Hialuronato de Sédio como uma Estratégia Terapéutica
para Reparos Osseos em Humanos

Area do Conhecimento: Odontologia

Curso: Odontologia

Patrocinador da pesquisa: CNPq

Instituicdo onde sera realizada: Universidade Federal de Minas Gerais

Nome dos pesquisadores: Anderson José Ferreira, Renato de Melo Mendes e
Carlos Eduardo Pinto de Alcantara

Eu, Carlos Eduardo Pinto de Alcantara, responsavel pelo projeto de pesquisa acima
identificado juntamente com o Prof. Anderson José Ferreira e o Dr. Renato de Melo
Mendes, convido vocé para participar deste projeto. O documento abaixo contém
todas as informacdes necessarias sobre a pesquisa que estamos realizando:

Eu, , abaixo assinado(a),
concordo de livre e espontanea vontade em participar ou que meu filho(a) participe
como voluntario(a) do projeto de pesquisa acima identificado. Discuti com o
pesquisador responsavel sobre a minha decisdo em participar e estou ciente que:

1. Justificativa da pesquisa:

Pesquisas realizadas na area médica mostram que um produto, chamado de
hialuronato de soédio, quando aplicado sobre feridas acelera a sua cicatrizagéo.
A injecao de um gel de hialuronato de sodio, realizada por ortopedistas, também
ajuda a melhorar problemas de articulagdo. Em pesquisas que fizemos com
animais de laboratério, vimos que o gel de hialuronato de soédio acelera a
cicatrizagdo do osso apds a extragdo dos dentes. Mas, apesar do gel ja ser
usado em outras especialidades da Medicina, nenhuma pesquisa foi feita em
Odontologia colocando o gel na cavidade que fica apos a extragédo dos dentes.

2. Objetivo da pesquisa:

Uma vez que o gel ainda nado foi testado em Odontologia, o objetivo desta
pesquisa € avaliar os efeitos do gel de hialuronato de sédio depois de colocado
na cavidade produzida apos a extragéo dos dentes. Para realizar esta pesquisa,
precisamos de pessoas que tenham boa salde geral e dos dentes e que
precisam extrair dois dentes pré-molares. Vocé ou seu filho(a) foi selecionado(a)
porque o seu ortodontista, apds o planejamento do seu tratamento, concluiu que
a melhor opcéo para o seu tratamento de aparelho fixo é através da extragéao de
dentes pré-molares. Portanto, serdo extraidos apenas os dentes que o
ortodontista indicou.

O ideal é que toda pesquisa seja realizada com voluntarios com mais de 18
anos. Seu filho, apesar de ser menor de idade, estd sendo convidado a
participar desta pesquisa porque precisamos de pacientes que necessitam
extrair dois pré-molares, sem céries ou problemas de gengiva, sendo um de
cada lado da boca. Normalmente, pacientes que precisam extrair estes dois
dentes s&o pacientes de ortodontia e menores de idade.
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3. Procedimentos a serem realizados:

Numa primeira consulta farei uma limpeza e polimento dos dentes para remogéao
de calculo dentario, bem como serdo ensinadas formas de higienizagao. Numa
segunda consulta, vou extrair os pré-molares que o ortodontista pediu para
retirar. Em seguida, vou colocar um gel de hialuronato de sédio em uma das
cavidades. Nao vou lhe informar, no dia da cirurgia, em qual cavidade vou
colocar o gel, pois os voluntarios ndo podem saber qual lado foi tratado, para
que a pesquisa tenha valor. Depois, eu vou remover os pontos sete dias apos as
extragdes. No final da pesquisa, eu vou |he informar todos os resultados: se o
lado tratado foi melhor ou pior que o outro. Para ver se houve diferenca na
cicatrizagdo entre a cavidade tratada e a ndo tratada serdo realizadas
tomografias, radiografias e fotos apenas da regido dos dentes extraidos com 30
e 90 dias ap6s a cirurgia.

Beneficios esperados com a pesquisa:

Sempre que extrai um dente, forma osso na cavidade. Esperamos que o gel
acelere a formagao de osso. Caso melhore a cicatrizagdo, podemos usar o gel
em Odontologia em todos os pacientes que precisam extrair dentes. Diminuir o
tempo de cicatrizagédo pode acelerar o tratamento de ortodontia e até mesmo
para a colocagdo de implantes dentarios. De toda forma, a tomografia vai
mostrar se melhorou ou ndo a formacao de osso.

Desconfortos esperados:

Toda extragéo causa um desconforto apds a cirurgia. A colocagao de um gel na
cavidade nao aumenta ou diminui esse desconforto. De toda forma, eu vou lhe
receitar um analgésico (remédio contra dor), chamado de Paracetamol, para
que seja tomado por 2 dias. Caso tenha qualquer dor ou davida apds as
extragbes deve me comunicar imediatamente para que eu avalie e indique mais
analgésico ou outro medicamento. Meu telefone de contato & (33) 91329696 e
o telefone do Dr. Renato de Melo Mendes ¢é (31) 3223-3035.

Possiveis riscos:

Vamos colocar o gel em uma das cavidades e esperamos que ele acelere a
cicatrizagdo. Entretanto, pode ser que por algum motivo o gel ndo modifique em
nada a cicatrizagdo ou até mesmo dificulte a cicatrizagdo. Lembro que outras
especialidades médicas usam o produto e ja fizemos varios testes apods a
extracdo de dentes com animais de laboratério. Mesmo assim, caso tenha
qualquer problema de cicatrizagdo ou de saude, a pesquisa sera interrompida
imediatamente.

Uma desvantagem das radiografias periapicais digitais e das tomografias
computadorizadas € a utilizagdo de radiagdo X. A principal caracteristica deste
tipo de radiagdo é que ela é ionizante, ou seja, tem a capacidade de arrancar
elétrons dos atomos por onde passa. Isto pode ter um efeito negativo sobre as
células, sobretudo pela capacidade de causar mutagées genéticas, visivel
principalmente naquelas que se multiplicam rapidamente. Embora o risco de se
desenvolverem anomalias seja muito baixo, sera de extrema importancia que as
exposigbes a radiagdo ionizante sejam controladas de forma adequada,
seguindo as normas de protecao radiolégica. Além disso, no nosso protocolo
vocé realizard os exames apenas 1 e 3 meses apds os procedimentos
cirurgicos, o que diminui sensivelmente os riscos inerentes a exposicdo a
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radiagao pelos exames radiogréaficos e tomograficos.
A pesquisa serd suspensa imediatamente caso percebamos que tenha algum
risco a sua saude, mesmo que este risco néo tenha sido previsto anteriormente.

7. Despesas:
A sua participagdo € isenta de despesas. As extragoes, analgésicos,
tomografias, radiografias, fotos e quaisquer medicamentos ou tratamentos
meédicos que precisar realizar, por problema causado pelas extragées ou por ter
colocado o gel, serdo pagos por mim, Dr. Renato de Melo Mendes.

8. Divulgacao dos resultados:
Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas ao
participar da pesquisa vocé, desde ja, concorda que os resultados sejam
divulgados em publicagées cientificas. Nenhuma informagao sobre seus dados
pessoais sera divulgada em hipétese alguma. Vocé recebera, por escrito, ao
final dos testes, todos os resultados da pesquisa, antes que qualquer dado seja
publicado.

9. Desisténcia durante a pesquisa:

Durante toda a pesquisa, a qualquer hora, vocé tem o direito de pedir qualquer
esclarecimento, em fungdo de qualquer duvida que tenha. Pode inclusive
desistir no momento que quiser sem causar nenhum prejuizo a sua sadde ou
bem estar fisico. Vocé pode cancelar este consentimento que esta assinando
sem a necessidade de me dar qualquer explicagdo. Mesmo que desista de
participar da pesquisa, vocé nao tera que arcar com nenhum custo e continuara
a ter direito de fazer os tratamentos médicos e aos remédios, se tiver tido algum
problema causado pela pesquisa.

10.Assiténcia em caso de danos:
Caso vocé venha a sofrer qualquer tipo de dano previsto ou ndo no termo de
consentimento, desde que seja exclusivamente resultante de sua participagéo,
além do direito & assisténcia integral, vocé tém direito a indenizagso. Assim,
assumo toda a responsabilidade de lhe dar assisténcia integral caso tenha
alguma complicagao ou dano decorrentes da pesquisa.

11.Contatos em caso de duvidas:

Vocé podera consultar os pesquisadores responsaveis e o COEP/UFMG
(Comité de Etica em Pesquisa da UFMG), sempre que entender necessario
obter informagées ou esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa € minha
participagdo no mesmo. Os telefones de contato dos pesquisadores sdo os
seguintes: (33) 91329696 (Dr. Carlos Eduardo Pinto de Alcantara), (31) 3409-
2811 (Dr. Anderson José Ferreira) e (31) 3223-3035 (Dr. Renato de Melo
Mendes). O enderego do COEP é Unidade Administrativa I, 2° andar, sl 2005,
Campus Pampulha — Av. Anténio Carlos, 6627, Belo Horizonte MG CEP 31.270-
901 Tel (31) 3409-4592.

Vocé, abaixo assinado, declara que obteve todas as informagées necessarias e
esclarecimentos quanto as duvidas que por vocé foram apresentadas e, por estar
de acordo, assina o presente documento em duas vias de igual teor (conteudo) e
forma, ficando uma em minha posse e outra em sua. Todas as folhas do Termo de
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Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) deverao ser rubricadas pelo participante

da pesquisa e pelo pesquisador acrescido de suas assinaturas na Gltima pagina do
referido Termo.

Belo Horizonte, de de

2. Identificagao do Sujeito da Pesquisa

Nome:

Data de Nascimento: Nacionalidade:
Estado Civil: Profissédo:
CPF/MF: RG:

Endereco:

Telefone: | E-mail:

Pesquisador Responsavel pelo Projeto Sujeito da pesquisa e/ou responsavel

Pesquisador Responsavel pelo Projeto

Testemunhas:

Nome: Nome:
RG: RG:
CPF/MF: CPF/MF:

Telefone: Telefone:
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10 PRODUCAO INTELECTUAL DESENVOLVIDA DURANTE O CURSO

10.1 Resumos publicados em anais de congresso

10.1.1 NORONHA, MS; ALCANTARA, CE; MESQUITA, RA. Reacdo de corpo
estranho a material de preenchimento labial & base de &cido hialurénico: relato de
caso. In: XXI JORNADA MINEIRA DE ESTOMATOLOGIA, 2014, Belo Horizonte.
Anais da XXI JORNADA MINEIRA DE ESTOMATOLOGIA, 2014.

10.1.2 ALCANTARA, CE; MENDES, RM; MARTINS-JUNIOR, PA; SA, MA; CALIARI,
MV; PRETTI, H; MESQUITA, RA; FERREIRA AJ. Uso do acido hialurénico no reparo
0sseo de alvéolos dentais humanos: um ensaio clinico randomizado, triplo-cego,
boca dividida. Anais da 312 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa em
Odontologia, 2014, 2014. v. 28. p. 301.

10.2 Artigo publicado
MARTINS-JUNIOR PA, ALCANTARA CE, RESENDE RR, FERREIRA AJ. Carbon
nanotubes: directions and perspectives in oral regenerative medicine. J Dent Res.
2013 Jul;92(7):575-83.

10.3 Artigo submetido para publicacao

Granulomatous reaction to hyaluronic acid filler material in oral and perioral region: a

case report and review of literature. Journal of Cosmetic Dermatology



