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RESUMO

A erosédo dentaria € uma condicao clinica de alta prevaléncia na populacdo mundial.
Em virtude do envelhecimento da populacéo, do estilo de vida e habitos alimentares,
essa condicdo tem uma tendéncia a aumentar com o passar dos anos e representa
uma gueixa comum entre os pacientes. O objetivo do presente estudo foi avaliar in
situ o efeito antierosivo de géis contendo epigalocatequina-3-galato (EGCG) isolada e
adsorvida em nanoparticulas de silica mesoporosa (EGCG/NSM) no desgaste e na
dureza da dentina radicular humana. Blocos de dentina foram selecionados de acordo
com a dureza de superficie inicial e aleatoriamente distribuidos em um dos quatro
grupos (n=11): placebo (controle), fluoreto estanhoso - SnF2 (0,05%-controle positivo),
EGCG (0,1%) e EGCG/NSM (0,093%). Onze voluntarios participaram desse estudo
randomizado, controlado, cruzado, com 4 fases de 5 dias cada e usaram um
dispositivo palatino de acrilico contendo 2 blocos de dentina que foram tratados com
um dos géis. Durante cada fase experimental, os espécimes foram submetidos a
erosao por imersao em acido citrico (0,05M; pH 3,75) por 60 s, 4 vezes ao dia, seguido
de tratamento com o gel predeterminado por 60 s. As alteracdes dentinarias foram
determinadas pela porcentagem perda de dureza de superficie (%PDS) e andlise
perfilométrica. Os dados foram analisados por ANOVA a um fator, seguido de pés-
teste de Tukey. Em relacdo a %PDS, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
(p=0,067). Quanto ao desgaste da superficie, foram obtidos os seguintes resultados
em micrometros: 0,66 (+0,38); 0,57 (x0,11); 0,48 (+0,05); e 0,32 (+0,08) para os
grupos placebo, EGCG, EGCG/NSM e SnF2, respectivamente. Foi observada
diferenca significante somente para o grupo do SnF2 quando comparado ao placebo
e a EGCG (p=0,003 e p=0,046). Porém, n&do houve diferenca estatistica entre o SnF2
e a NSM/EGCG (p=0,306). Portanto, os achados sugerem que o uso da EGCG/NSM
€ uma medida protetiva promissora na reducdo do desgaste dentinario sob condi¢des

erosivas.

Palavras-chave: Erosdo Dentaria. Dentina. Inibidores Teciduais de
Metaloproteinases. Catequina. Sistemas de Liberacdo de Medicamentos.



ABSTRACT

Dental erosion is a clinical condition of high prevalence in the world population. Due to
aging population, lifestyle and eating habits, this condition has a tendency to increase
over the years and represents a common complaint among patients. The aim of this
study was to evaluate in situ the anti-erosive effect of gels containing epigallocatechin-
3-gallate (EGCG) isolated and adsorbed on mesoporous silica hanoparticles (EGCG /
NSM) on the wear and hardness of human root dentin. Dentin blocks were selected
according to the initial surface hardness and randomly distributed in one of four groups
(n = 11): placebo (control), SnF2 (0,05% -positive control), EGCG (0,1%) and NSM /
EGCG (0,093%). Eleven volunteers participated in this randomized, controlled, cross-
over study with 4 phases of 5 days each. They wore an acrylic palatal device containing
2 blocks of dentin that were treated with one of the gels. During each experimental
phase, the specimens were subjected to erosion by immersion in citric acid (0,05M;
pH 3,75) for 60s, 4 times a day, followed by treatment with the predetermined gel for
60s. The dentin alterations were determined by the percentage of surface hardness
loss (% SHL) and profilometry analysis. Data were analyzed by ANOVA at one factor,
followed by Tukey's post-test. About the% PDS, there was no statistical difference
between the groups (p = 0,067). As for surface wear, the following results were
obtained in micrometers: 0,66 (+ 0,38); 0,57 (+ 0,11); 0,48 (+ 0,05) and 0.32 (+ 0,08)
for the placebo, EGCG, EGCG/NSM and SnF2 groups, respectively. Significant
difference was observed only for the SnF2 group when compared to placebo and
EGCG (p=0,003 and p =0,046). However, there was no significant difference between
SnF2 and EGCG/NSM (p = 0,306). Therefore, the findings suggest that the use of
EGCG/NSM is a promising protective measure in reducing dentin wear under erosive

conditions.

Keywords: Dental Erosion. Dentin. Tissue Metalloproteinase Inhibitors, Catechin.

Drug Release System.
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1 INTRODUCAO GERAL

A erosdo dentaria € definida como a perda irreversivel de tecido
mineralizado que € causada pela acdo de acidos de origem ndo bacteriana, sendo
uma das causas da hipersensibilidade dentinaria. Clinicamente apresenta-se em
superficies lisas como cavidades pouco profundas coronalmente a juncdo cemento-
esmalte e, nas superficies oclusais, observa-se um aspecto de chanfrado distinto e
cuspides arredondadas (MAGALHAES et al., 2009a), podendo levar a perda da
anatomia dentéaria e consequentemente da dimenséo vertical (LUSSI et al., 2011). Em
estagio mais avancado pode levar ao envolvimento endoddntico do elemento dentario
(IMFELD, 1996; VERED et al., 2014).

A erosao de origem intrinseca € o resultado da acao de acidos produzidos
pelo proprio organismo que entram em contato com a cavidade oral em processos de
vOmitos, causados por anorexia ou bulimia, regurgitacdo do contetdo gastrico e
refluxos recorrentes (RYTOMAA et al., 1998; SCHEUTZEL, 1996). Ja a de origem
extrinseca ocorre por meio de acidos exégenos, incluindo substancias acidas, bebidas
e alimentos, como refrigerantes e vitamina C (HASSELKVIST; JOHANSSON;
JOHANSSON, 2016; LI; ZOU; DING, 2012).

Estudos de prevaléncia verificaram uma variacdo de 7,3 a 33,8%
(BARTLETT et al.,, 2013; CHRYSANTHAKPOULOS, 2012; VARGAS-FERREIRA,
PRAETZEL; ARDENGHI, 2011), apresentando o sexo feminino como o mais
acometido. Além disso, o habito de segurar bebida na boca antes de engolir, a
ingestdo de bebidas &cidas na hora de dormir, o consumo de bebidas carbonatadas,
frutas frescas e sucos séo fatores de risco associados com maior prevaléncia dos
casos de desgaste dentario (BARTLETT et al., 2013; CHRYSANTHAKPOULOS,
2012).

De acordo com Duffey et al. (2012), adolescentes consomem em média
360 ml de bebidas &cidas por dia, o que indica um alto nivel de ingestéo de produtos
contendo acido. Segundo Jaeggi e Lussi (2014), hd uma tendéncia de aumento na
prevaléncia da erosao na faixa etaria mais jovem devido a seus habitos nutricionais e
estilo de vida.

O controle de atagues de agentes erosivos em tecidos dentarios é um dos
principais desafios na prevencdo e terapia de erosdo dentaria na pratica clinica
odontologica (GAMBON; BRAND; VEERMAN, 2012). Apesar da saliva e de alimentos
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remineralizantes terem mostrado diminuir a eroséo do esmalte (AMAECHI; HIGHAM,
2005; CHEAIB; LUSSI, 2011; HARA et al., 2006), medidas para reduzir o desgaste
dentario vem sendo investigadas, especialmente aquelas que podem fornecer maior
resisténcia aos acidos ou remineralizacdo das superficies dentarias (ALGARNI;
LIPPERT; HARA, 2015; DE MORAES et al., 2016; DIAMANTI; KOLETSI-KOUNARI;
MAMAI-HOMATA, 2016; JORDAO et al., 2016; KATO et al., 2010; PASSOS et al.,
2015).

O substrato dentinario € exposto quando ocorre uma recessao gengival
e/ou desmineralizacdo dos cristais de esmalte, sendo a dentina um tecido
mineralizado, formado por uma fase mineral (70% em peso), uma matriz organica
(20% em peso) contendo colageno (90%) e proteinas ndo colagenas (10%) e agua
(10% em peso); sua erosao € um processo complexo, que se caracteriza inicialmente
com a dissolu¢do do mineral, expondo a matriz organica a degradagéo por enzimas
existentes na propria dentina, como as metaloproteinases de matriz (MMPs). Essas
MMPs séo colagenases que também estdo envolvidas no processo de organizacao,
mineralizacao e maturacao da dentina. Elas sdo secretadas como precursores inativos
requerendo um baixo pH para a sua ativacdo e consequente degradacdo dos
componentes da matriz extracelular da dentina (BUZALAF; KATO; HANNAS, 2012;
CHAUSSAIN-MILLER et al.,, 2006). A remocdo enzimatica da matriz organica
desmineralizada (MOD) por colagenases aumenta significativamente o processo de
erosado, pois essa matriz limita a difusdo i6nica no interior da superficie dentinaria
desmineralizada, dificultando a perda de minerais da camada mais interna desse
substrato (KLETER et al., 1994; KLONT; TEN CATE, 1991). Algumas MMPs foram
identificadas na matriz dentinaria, dentre elas a MMP-3 (estromelisina-1)
(BOUKPESSI et al., 2008), a MMP-7 (MAZZONI et al., 2018), a MMP-8, identificada
como a principal colagenase da dentina humana (SULKALA et al., 2007); e as MMPs
2 e 9, conhecidas como gelatinases A e B, respectivamente, também foram
detectadas tanto em dentina coronaria como em radicular (SANTOS et al., 2009).

Os tratamentos mais tradicionais da erosdo dentéria baseiam-se na agéo
do flior que se caracteriza pela formagéo de CaF2 na superficie dentaria (no caso do
fluoreto de amina e do fluoreto de sodio), mas que séo facilmente soliveis em acido,
ou na formagédo de precipitados ricos em metal (no caso do tetrafluoreto de titanio e
de produtos fluoretados que contenham estanho) (MAGALHAES et al., 2011). A

terapia com laser associada ou ndo a diversos tipos de fluoreto, objetivando um
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sinergismo nos efeitos dos tratamentos, também vem sendo estudada para combater
a erosdo (JOAO-SOUZA et al., 2015; PASSOS et al., 2014; WIEGAND et al., 2010).

Dentre os diversos tipos de fluoretos estudados com efeitos antierosivos
em dentina, aqueles que contem estanho, um cation metalico polivalente, tem se
destacado como agente antierosivo eficaz (GANSS et al.,, 2010a; PASSOS et al.,
2014; PASSOS et al.,, 2015; SCHLUETER et al.,, 2010; SCHLUETER; KLIMEK;
GANSS 2011). O fluoreto estanhoso forma uma barreira na superficie dentinaria
devido ao estanho ter uma forte afinidade ao tecido dental mineralizado (GANSS et
al., 2010b), além de agir como inibidor das MMPs 2 e 9 (CVIKL et al., 2018). Contudo,
o fluoreto estanhoso pode causar alguns efeitos indesejaveis, como uma sensacao
desagradavel na superficie dos dentes e adstringente na mucosa bucal, além de poder
ocasionar manchamento nos dentes (MAGALHAES et al., 2011; SCHLUETER,;
KLIMEK; GANSS, 2009, 2011).

Portanto, torna-se necessaria a busca por substancias que ndo provoquem
tais reacdes adversas para minimizar os efeitos da erosédo. O uso de inibidores de
MMPs vem se firmando como uma nova abordagem no tratamento dessa condicao.
A acdo desses inibidores permite que ocorra a manutencdo da MOD da dentina,
limitando a difusdo iGnica no interior da superficie desmineralizada, dificultando,
assim, a progressao da erosado (KLETER et al., 1994; KLONT; TEN CATE, 1991).

A epigalocatequina-3-galato (EGCG), uma das principais catequinas
presente no cha verde, enquadra-se nessa categoria de tratamento e possui baixa
toxicidade nas células da polpa dental (DEMEULE et al., 2000; NAKANISHI et al.,
2010; VIDAL et al.,, 2014). Além disso, possui propriedades antimicrobiana, anti-
inflamatoria, antioxidante e anticancerigena (SINGH; SHANKAR; SRIVASTAVA,
2011). O cha verde e a EGCG vem sendo aplicados no tratamento da eroséo e tém
promovido a reducao significativa do desgaste da dentina apos desafios erosivos e
erosivos/abrasivos (DE MORAES et al., 2016; KATO et al., 2009; KATO et al., 2010;
MAGALHAES et al., 2009b; WANG et al., 2018). Essas substancias também atuam
como agentes de ligagao cruzada da matriz extracecular da dentina, estabilizando o
colageno, o que dificulta a degradacdo proteolitica e melhora as propriedades
mecanicas da dentina (VIDAL et al., 2014). Acredita-se que a inibicdo das MMPs pela
EGCG ocorre através da sua ligacdo ao sitio catalitico ou ao sitio alostérico dessas
enzimas, mudando sua conformacéo; além de produzir um efeito quelante com o zinco

(VIDAL et al., 2014), pois estas enzimas sao, em sua maioria, sintetizadas em formas
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zimOgenas latentes e exigem a ligacdo de um ion de zinco no sitio catalitico e a
clivagem de um dominio propeptideo para se tornar cataliticamente competentes
(VISSE; NAGASSE, 2003).

O uso de nanocarreadores de drogas e nanoparticulas funcionais vem
sendo bastante explorados na Medicina para o tratamento de doencas como o cancer,
por exemplo. A nanoparticula de silica mesoporosa (NSM) é um tipo de nanocarreador
e tem sido utilizada em funcéo de sua estabilidade, da sua ampla area de superficie e
de sua excelente performance térmica e quimica (CHEN; CHEN; SHI, 2013; HAO et
al., 2015; LI et al., 2017; TANG; LI; CHEN, 2012). Na Odontologia ja foi empregada
com nanohidroxiapatita (nHAp), EGCG, O6xido de calcio e carbonato de calcio
associados ou ndo ao acido fosforico. Nesses casos, a NSM funciona como um
“carreador” dessas substancias para os tubulos dentinarios (CHIANG et al., 2010;
CHIANG et al., 2014; YU et al., 2016, 2017).

Devido a problemas em conduzir estudos erosivos in vivo, modelos in situ
e in vitro tém sido utilizados para analisar desafios erosivos no tecido dental. Estudos
in situ sdo mais realistas, pois permitem avaliar o efeito dos agentes erosivos e de
substancias protetoras do tecido dental no ambiente bucal (WEST; DAVIES;
AMAECHI, 2011).
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar in situ o efeito da epigalocatequina-3-galato isolada e adsorvida em
nanoparticulas de silica mesoporosa na dentina humana erosivamente

desmineralizada.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar o efeito da epigalocatequina-3-galato isolada e adsorvida em
nanoparticulas de silica mesoporosa sobre o percentual de perda de dureza da
superficie dentinaria promovida pelo desafio erosivo com acido citrico.

Avaliar o efeito da epigalocatequina-3-galato isolada e adsorvida em
nanoparticulas de silica mesoporosa no desgaste da superficie dentinaria apos erosao

com acido citrico.
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3 CAPITULO

Essa dissertacdo esta baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do
Programa de Pos-Graduacao em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que
regulamenta o formato alternativo para dissertacdes de Mestrado e teses de
Doutorado e permite a insercdo de artigos cientificos de autoria ou coautoria do
candidato. Por se tratar de um estudo envolvendo seres humanos, ou parte deles, o
projeto de pesquisa deste trabalho foi submetido & aprecia¢éo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Cear4, tendo sido aprovado, conforme o parecer
consubstanciado n°® 2.704.870 de 11 de junho de 2018 (ANEXO A). Assim sendo, esta
dissertacdo € composta de um capitulo contendo um artigo cientifico que sera

submetido ao periddico Archives of Oral Biology conforme descrito abaixo:

IN SITU EVALUATION OF CATECHIN-ENCAPSULATED MESOPOROUS SILICA
GEL IN THE PROTECTION OF ROOT DENTIN EROSION

ALVES, H.C.; UCHOA, A. F. J.; RICARDO, N. M. P. S.; PASSOS, V. F,;
SANTIAGO, S. L.
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RESUMO

Objetivo: avaliar in situ o efeito da epigalocatequina-3-galato (EGCG) isolada e
adsorvida em nanoparticulas de silica mesoporosa (NSMs) em gel na erosdo por
acido citrico em dentina radicular humana.

Delineamento: blocos de dentina foram selecionados de acordo com a dureza de
superficie e aleatoriamente distribuidos em quatro grupos (n=11): placebo, SnF:
0,05% (controle positivo), EGCG 0,1% e EGCG/NSM 0.093%. Onze voluntarios
participaram desse estudo randomizado, cruzado, controlado com 4 fases de 5 dias
cada. Eles usaram um dispositivo palatino contendo 2 blocos de dentina que foram
tratados com um dos géis anteriormente citados. Durante cada fase experimental, os
espécimes foram submetidos a erosdo em acido citrico (0,05M, pH 3,75) por 60 s, 4
vezes ao dia, seguido de 60 s de tratamento com o gel predeterminado. As alteracbes
dentinarias foram determinadas pela porcentagem de perda de dureza de superficie
(%PDS) e analise perfilométrica. Os dados foram analisados por ANOVA a um fator,
seguido de pés-teste de Tukey (p<0,05).

Resultados: em relacdo a %PDS, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos
(p=0,067). Quanto ao desgaste, foram obtidos o0s seguintes resultados em
micrébmetros: 0,66 (x0,38); 0,57 (x0,11); 0,48 (+0,05) e 0,32 (x0,08) para os grupos
placebo, EGCG, EGCG/NSM e SnF2, respectivamente. Foi observada diferenca
significante somente para o grupo do SnF2 quando comparado ao placebo e a8 EGCG
(p=0,003 e p=0,046). Porém, ndo houve diferenca significante entre o SnFz e a
NSM/EGCG (p=0,306).

Conclusédo: o uso da EGCG/NSM é uma medida protetiva promissora na reducao do

desgaste dentario sob condi¢fes erosivas.

Palavras-chave: Erosdo Dentaria. Dentina. Catequina. Inibidores Teciduais de

Metaloproteinases. Sistemas de Liberagdo de Medicamentos.
1 INTRODUCAO
A eroséo dentéria € uma condi¢cdo complexa que afeta diferentes faixas etérias

da populacao mundial (Jaeggi & Lussi, 2014). O aumento global da sua prevaléncia

vem ocorrendo devido a mudancas no estilo de vida e habitos nutricionais, como o
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aumento do consumo de comidas e bebidas acidas (Lussi & Carvalho, 2014). Estudos
de prevaléncia verificaram uma variacdo de 7,3 a 33,8% (Bartlett et al.,, 2013;
Chrysanthakpoulos, 2012; Vargas-Ferreira, Praetzel, & Ardenghi, 2011),
apresentando o sexo feminino como o mais acometido. Além disso, o habito de
segurar bebida na boca antes de engolir, a ingestdo de bebidas acidas na hora de
dormir e o consumo de bebidas carbonatadas, frutas frescas e sucos séo fatores de
risco associados com maior prevaléncia dos casos de desgaste dentario (Bartlett et
al., 2013; Chrysanthakpoulos, 2012).

Os tratamentos mais tradicionais da erosao dentéria baseiam-se na acéo do
fldor, que se caracteriza pela formacao de fluoreto de calcio na superficie dos dentes,
mas que sao facilmente sollveis em acido, ou na formacao de precipitados ricos em
metal (no caso do tetrafluoreto de titdnio e de produtos fluoretados que contenham
estanho) (Magalhaes, Wiegand, Rios, Buzalaf, & Lussi, 2011).

Dentre os fluoretos estudados com efeitos antierosivos em dentina, aqueles
gue contém estanho, um céation metélico polivalente, tem se destacado como agente
antierosivo eficaz (Ganss, Lussi, Sommer, Klimek, & Schlueter, 2010; Schlueter,
Neutard, Hinckeldey, Klimek, & Ganss, 2010; Schlueter, Klimek, & Ganss, 2011,
Passos et al., 2014; Passos et al., 2015). O fluoreto estanhoso forma uma barreira
protetora na superficie dentinaria devido ao estanho ter uma forte afinidade ao tecido
dental mineralizado (Ganss et al., 2010), além de agir como inibidor das MMPs 2 e 9
(Cvikl, Lussi, Saads, Moritz, & Gruber, 2018). Contudo, pode causar alguns efeitos
indesejaveis, como uma sensacdo desagradavel na superficie dos dentes e
adstringente na mucosa bucal, além de poder ocasionar manchamento nos dentes
(Magalhdes et al.,, 2011; Schlueter, Klimek, & Ganss, 2009, Schlueter, Klimek, &
Ganss, 2011).

O uso de inibidores de MMPs vem se firmando como uma nova abordagem no
tratamento dessa condi¢do (Kato, Leite, Hannas & Buzalaf, 2010; Wang, Chang,
Chiang, Lu, & Lin, 2018). A acao desses inibidores permite que ocorra a manutencéo
da matriz organica desmineralizada (MOD) da dentina, limitando a difusao i6nica no
seu interior, dificultando, assim, a progressao da erosdo (Kleter, Damen, Everts,
Niehof, & Cate., 1994; Klont & Ten Cate, 1991).

O ché verde e a epigalocatequina-3-galato (EGCG), uma de suas principais
catequinas, enquadram-se nessa categoria de tratamento e possuem baixa toxicidade

nas células da polpa dental (Demeule, Brossard, Pagé, Gingras, & Béliveau, 2000;
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Nakanishi et al., 2010; Vidal et al., 2014). Eles tém promovido a reducao significativa
do desgaste da dentina apds desafios erosivos e erosivos/abrasivos (De Moraes,
Carneiro, Passos & Santiago, 2016; Kato et al., 2009; Kato, Leite, Hannas & Buzalaf,
2010; Magalhaes et al., 2009; Wang et al., 2018). Além de agirem como inibidores de
MMPs, eles também atuam como agentes de ligacdo cruzada das fibrilas colagenas,
estabilizando o colageno, o que melhora propriedades mecéanicas da dentina e
dificulta a degradacao proteolitica da MOD (Vidal et al., 2014).

Na Medicina, 0 uso de nanocarreadores de drogas e de nanoparticulas
funcionais vem sendo bastante explorado no tratamento de doengas como o cancer.
A nanoparticula de silica mesoporosa (NSM) € um tipo de nanocarreador que vem
sendo utilizada em funcdo de sua estabilidade, da sua ampla area de superficie e de
sua excelente performance térmica e quimica (Chen, Chen & Shi, 2013; Hao et al.,
2015; Li et al., 2017; Tang, Li, & Chen, 2012). Na Odontologia ja foi empregada com
nanohidroxiapatita (hHAp), EGCG, 6xido de calcio e carbonato de calcio associados
ou ndo ao acido fosforico. Nesses casos, as NSMs funcionam como um “carreador”
dessas substancias para os tubulos dentinarios (Chiang et al., 2010; Chiang et al.,
2014; Yu et al., 2016, 2017).

Devido a problemas em conduzir estudos erosivos in vivo, modelos in situ e in
vitro tém sido utilizados para analisar desafios erosivos no tecido dental. Estudos in
situ sdo mais realistas, pois permitem avaliar o efeito dos agentes erosivos e de
substéancias protetoras do tecido dental no ambiente bucal (West, Davies, & Amaechi,
2011). O presente estudo in situ tem como objetivo avaliar os efeitos da aplicacao de
gel contendo inibidores de MMPs, EGCG isolada e adsorvida em nanopatrticulas de
silica mesoporosa (EGCG/NSM), na erosado extrinseca pelo acido citrico, usando um

placebo e o SnF2 como controles.

2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento Experimental

O presente estudo in situ, randomizado, controlado e cruzado avaliou os efeitos

da aplicacdo de gel contendo inibidores de MMPs, EGCG 0,1% e EGCG/NSM

0,093%, na erosédo extrinseca pelo acido citrico, usando um placebo como controle
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negativo e o SnF2 0,05% como controle positivo. O experimento foi realizado em 4
fases de 5 dias cada, havendo um intervalo de 2 dias entre as fases. Os voluntarios
usaram um dispositivo palatino com 2 blocos de dentina, que foi imerso 4 vezes ao
dia em uma solucdo de 50 mL de acido citrico (0,05 M e pH 3,75) a temperatura
ambiente por 60 s. Apos o desafio erosivo, o tratamento predeterminado foi aplicado
por 60 s. Ao final de cada fase, os blocos de dentina foram removidos do dispositivo
para realizar as seguintes analises quantitativas: teste de dureza e perfilometria e
novos blocos foram colocados no aparelho, dando inicio a uma nova fase com uma

nova substancia.

2.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes EGCG: brometo de hexadeciltrimetil
amonio (CTAB), hidroxido de amdnio (NH4OH), tertraetilortosilicato (TEOS) e nitrato
de amonio (NHsNOs3), SnF2, copolimero tribloco PLURONIC F127® adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, E.U.A.). Todos os reagentes citados sdo de grau

analitico e utilizados sem prévia purificacéao.

2.3 Sintese das Nanoparticulas de Silica Mesoporosa (NSMs)

As NSMs foram preparadas de acordo com a literatura prévia com algumas
modificacdes (Zou et al., 2017). Foram dissolvidos em 280 mL de agua deionizada
5,73 g de CTAB sob agitacdo mecénica a 40 °C nos 15 min iniciais e, posteriormente,
a temperatura ambiente por uma noite. Apds esse periodo, foi acrescentado ao
sistema 0,5 mL de NH40OH e 80 mL de etanol, permanecendo este em agitagcdo por
mais 1h. Aumentou-se, entdo, a temperatura da mistura para 70 °C e, em seguida,
adicionou-se gota a gota 14,6 mL de TEOS. Esse sistema permaneceu sob agitacéo
por 2 h. Posteriormente, o solido foi coletado por centrifugagéo, lavado com etanol e
colocado para secar a 100 °C por 5 horas. A extracado do surfactante foi realizada
através de uma mistura NHsNOs/etanol (133 mg/50mL) a 60 °C, com agitacéo
magnética continua por 40 minutos. Finalmente, o solido foi coletado por
centrifugacéo, lavado trés vezes com agua deionizada, seco a 100 °C por uma noite,

obtendo-se, assim, as NSMs.
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2.4 Sintese da Epigalocatequina-3-galato Adsorvida em Nanoparticulas de Silica
Mesoporosa (EGCG/NSM)

A sintese da EGCG encapsulada em NSMs (EGCG/NSM) foi realizada
conforme as técnicas reportadas em estudo prévio de Yu et al. (2017) com algumas
modificacdes. Foi dispersado em solucao aquosa de EGCG (1,25 mg/mL) 100 mg de
NSM seco através de agitacdo horizontal vigorosa por 72 h no escuro. Esse processo
permite que as moléculas de EGCG se infiltrem no interior dos poros das NSMs para
alcancgar a carga maxima. A mistura foi entdo centrifugada, lavada trés vezes com
agua deionizada e etanol e seca a vacuo por 48h para se obter EGCG/NSM, sendo
armazenada no escuro a 4 °C até o uso.

Uma curva de calibracéo foi usada para quantificar o farmaco a partir de uma
série de solucdes de referéncia cujas concentracdes variaram entre 0,1 a 30 ppm,
obtendo-se uma relacao linear entre o pico de maior absorbancia e a concentragéo do
farmaco. Um espectrofotémetro UV Vis (DU® 730; Beckman Coulter, Fullerton, CA,
EUA) foi usado para avaliar e confirmar o pico de absorbancia do EGCG em 274 nm.

A eficiéncia de encapsulacgéo foi calculada em 93%.

2.5 Sintese do Gel

O gel foi preparado em uma concentracdo de 20% PLURONIC F127®/agua.
Foram dissolvidas 6 g de PLURONIC F127® em 30 mL de agua deionizada em baixa
temperatura (aproximadamente 4 °C) sob agitacdo magnética até completa
homogeneizacéo do F127. Apds a completa dissolu¢édo, submeteu-se a mistura a um
aumento de temperatura, até 30 °C para a obtencé&o do gel.

Para a preparacdo da composicdo em gel com os farmacos ativos foram
utilizadas as seguintes porcentagens em massa: 0,05% de SnF2; 0,1% de EGCG; e
25% de EGCG/NSM.

2.6 Aspectos Eticos
Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local através do parecer de

namero 2.704.870 (ANEXO-A) e realizado em conformidade com a Declaragdo de

Helsinque. Os voluntarios que participaram da pesquisa assinaram previamente um
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENCICE A) e receberam
instrucdes verbal e por escrito de como realizar os procedimentos da pesquisa
(APENCICE B).

2.7 Selecao dos Voluntéarios

Foram recrutados 20 voluntarios, mas apenas 11 (1 homem e 10 mulheres,
entre 22 e 41 anos) estavam aptos a participar da pesquisa. Eles apresentavam boa
higiene oral, auséncia de atividade de cérie e de doenca periodontal, auséncia de
lesédo de erosao, além de possuir fluxo salivar estimulado > 1 mL/min. Pessoas com
disturbios gastroesofagicos, gravidas, lactantes ou que faziam uso de placa
miorelaxante, aparelho ortodéntico fixo ou removivel na arcada superior ou de
medicamentos que alterassem o fluxo salivar ndo foram incluidas na pesquisa. Foram
excluidos da amostra 4 pessoas com disturbio gastroesofagico, 2 que usavam placa
miorelaxante, 2 com aparelho ortodontico e 1 que fazia uso de medicamento que
alterava o fluxo salivar. O tamanho da amostra foi calculado com base nos dados da
variacdo de porcentagem de perda de dureza de superficie de um estudo piloto. A
amostra de 7 voluntarios foi necessaria para fornecer um erro-a de 5% e um poder de
80% e uma diferenca relevante de 10% entre 0S  Qrupos
(www.openepi.com/menu/oe_menu.htm). Foram incluidos em cada grupo 11

voluntarios devido a possiveis perdas inerentes aos estudos in situ.

2.8 Preparo dos espécimes de dentina

Foram utilizados nesse estudo terceiros molares humanos livres de carie
previamente armazenados em solucdo de timol a 0,1% a 4 °C. Duzentos blocos de
dentina radicular humana foram cortados na dimensédo 4x4x2 mm, planificados e
polidos. Para confeccionar os espécimes foi usado um disco de corte diamantado de
dupla face acoplado a uma maquina de corte sob refrigeracdo abundante (Struers,
Minitom, Copenhague, Dinamarca). Posteriormente, os blocos de dentina foram
colocados em um dispositivo acrilico, planificados usando-se lixas abrasivas de 6xido
de aluminio de granulacdo P1200, P2500 e P4000 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA),
acopladas em politriz automatica (Buehler, Automet 250, Lake BIluff, IL, EUA) sob

irrigacdo constante de agua e polidos posteriormente com disco de feltro e pasta
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diamantada de 1 um (Erios, S&o Paulo, Brasil). Os espécimes foram colocados em
cuba ultrassonica entre o uso das lixas e ao final do polimento, para remover os
residuos decorrentes desses procedimentos.

Com o objetivo de padronizar os espécimes, a dureza de superficie inicial foi
determinada. Cinco indentages com distancia de 100 um entre elas foram feitas no
centro dos espécimes utilizando um microdurdmetro com penetrador Knoop e sistema
de medicdo automatico (Future Tech Corp, FM-ARS 9000 e FM 100, Tokyo, Japan),
utilizando-se uma carga de 10 g aplicada por 5 s (De Moraes et al., 2016). Oitenta e
oito espécimes de dentina, que apresentaram uma média de dureza 54,53 = 5,4
Kg/mmz2, foram selecionados, empacotados e identificados para esterilizacdo em oxido
de etileno. Depois os espécimes foram cobertos com uma fita adesiva acido-resistente
deixando uma area exposta de 4 x 2 mm, que se submeteu a erosao e ao tratamento
durante o experimento. A area coberta foi utilizada como referéncia para a analise

perfilométrica.

2.9 Preparo do dispositivo palatino

Um dispositivo palatino em resina acrilica foi confeccionado para cada
voluntario e duas cavidades nas dimensdes de 5x5x3 mm foram confeccionadas nele,
uma no lado direito e a outra no esquerdo. Os espécimes foram aleatoriamente
ordenados usando uma lista gerada pelo computador (Microsoft Excel 2007), fixados
com cera pegajosa e cuidadosamente adaptados 1 mm aquém do nivel da superficie
do dispositivo para evitar a abrasao da lingua.

2.10 Fase intraoral

Nos dois dias que precederam o inicio da pesquisa, 0s voluntarios usaram um
dentifricio fluoretado padrdo (Colgate ® -1450 ppm de flior) que Ihes fora entregue e
continuaram seu uso até o final do experimento. Antes de cada fase experimental, o
dispositivo palatino foi usado por 12 h para permitir o equilibrio com a saliva e a
formacdo e maturacdo da pelicula adquirida. O desafio erosivo foi realizado
extraoralmente 4 vezes ao dia as 7 h, 12 h, 17 h e 21 h durante o experimento de 5

dias (Passos; Gerage & Santiago, 2017). Os participantes da pesquisa removeram o
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dispositivo da boca e o colocaram em um recipiente com 50 mL de solucao de &cido
citrico (0,05 M, pH 3,75) por 60 s a temperatura ambiente, caracterizando a erosao
(De Moraes et al., 2016). Depois lavaram em agua corrente por 10 s e 0 excesso de
agua foi removido com papel absorvente. Apdés o desafio acido, os voluntarios
aplicaram uma fina camada do gel, o qual permaneceu em contato com o espécime
por 60 s e depois removeram o excesso cuidadosamente com papel absorvente. Em
seguida, o dispositivo foi reinserido na boca.

Os voluntarios foram instruidos a evitar comer, beber (exceto agua) e escovar
0s dentes enquanto estivessem usando o dispositivo, que foi utilizado continuamente,
incluindo a noite, sendo removido apenas para as refeicdes e higiene oral e, nessas
ocasifes, foi mantido envolto em gaze umedecida em agua de abastecimento em um
estojo plastico. Foi permitido aos voluntarios realizar a higiene do dispositivo com
escova de dentes e pasta, com o cuidado de ndo escovarem 0s espécimes.

Depois de cada fase, na manha do sexto dia, os espécimes foram removidos
do dispositivo, armazenados em umidade sob refrigeracdo até o momento das
analises. Os blocos de dentina avaliados em relacdo a porcentagem de perda de
dureza de superficie e ao desgaste da superficie dentinaria. Novos espécimes foram

inseridos no dispositivo, 0s quais se submeteram a uma nova fase do experimento.

2.11 Avaliacdo da dureza de superficie final

A dureza de superficie final de cada espécime foi medida utilizando-se o
mesmo protocolo da dureza de superficie inicial. Cinco indenta¢des com distancia de
100 pum entre elas foram realizadas em cada espécime no centro da area
erosivamente desmineralizada. A média das indentaces (dureza final) foi utilizada
para avaliar a porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS) de acordo com

a seguinte formula:

%PDS = [(dureza inicial — dureza final) x 100/ dureza inicial]

2.12 Avaliagdo do desgaste da dentina

O nivel de desgaste da dentina foi determinado em relacéo a area de referéncia

com um perfildmetro (Hommel Tester, T1000, Hommelwerke GmbH, Germany). A fita
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adesiva foi cuidadosamente removida de cada bloco de dentina para expor a area de
referéncia. Foram realizados em cada espécime trés tragcados com comprimento de
1,5 mm cada, movendo a caneta do perfilometro de ponta 1,8 um da superficie de
referéncia para a superficie experimental. Para cada espécime, o valor médio obtido

dos trés tracados foi calculado.

2.13 Analise Estatistica

Os testes preliminares de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foram
realizados, e a partir da homogeneidade apresentada pelos dados avaliados, as
analises foram realizadas através do teste paramétrico de analise de variancia
(ANOVA), um fator, seguida do teste de Tukey para os dados de desgaste, com nivel
de significancia de 5%. Os dados de média e desvio padrdo do desgaste e perda de
dureza foram analisados utilizando o software SPSS 20.0 para Windows (SPSS Inc.,
Chicago IL, EUA).

3 RESULTADOS

Os valores das médias e desvio padrdo da dureza da superficie dentinaria
antes (inicial) e depois (final) do desafio erosivo/tratamento e porcentagem de perda
de dureza de superficie (%PDS) estdo descritos na Tabela 1. Os resultados da analise
da %PDS mostraram nao haver diferenca estatistica (p=0,067) entre os grupos. Ja 0s
valores de desgaste dentinario (um) analisados por ANOVA, revelaram diferenca
estatistica entre os tratamentos (p=0,005). O poOs-teste de Tukey demonstrou haver
diferenca significante somente para o SnF2 quando comparado ao placebo e &8 EGCG
(p=0,003 e p=0,046). Em relacdo a EGCG/NSM, também néo foi constatada diferenca
significante entre esse grupo e o SnF2 (controle positivo) (p=0,306), conforme mostra

a Figura 1.
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Tabela 1. Médias e desvios padrdo da dureza da superficie dentinaria antes (inicial) e depois (final) do
desafio erosivo/tratamento e porcentagem de perda de dureza de superficie (%PDS)

Dureza da Superficie Dentinaria

CRUPOS Inicial Final %PDS
Placebo 56,17 39,22 29,54 (+16,24)2
SnkF2 56,14 43,15 23,07 (£6,52) 2
EGCG 56,09 41,25 26,12 (+8,53)2
EGCG/NSM 55,28 45,87 17,2 (+8,86)2

Figura 1. Média e desvios padréo do desgaste dentinario (um) dos grupos tratados com placebo; SnF2
0,05% (controle positivo); EGCG 0,1% e EGCG/NSM 0,093% apds erosdo com 4acido citrico. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significante entre os tratamentos.

Desgaste Dentinario em Micrometros (um)

Placebo

o
o
[N
o
~
o
o

08 1 1,2

4 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de gel
contendo inibidores de MMPs (EGCG, EGCG/NSM), o placebo e o controle positivo
(SnF2) na protecéo da erosao de dentina radicular humana realizada com acido citrico.
O modelo in situ do experimento foi idealizado com o objetivo de simular o mais

proximo possivel as condi¢cbes clinicas como a utilizacdo de substrato dentinario
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humano, a formacgé&o natural da pelicula adquirida e o fluxo salivar fisiolégico (West,
Davies & Amaechi, 2011).

Os métodos selecionados para analisar as modificacbes da superficie
dentinaria apds os desafios erosivos foram a medicdo da dureza de superficie e a
andlise perfilométrica. A dureza geralmente é utilizada como analise para avaliar as
mudancas na superficie do esmalte nos estagios iniciais da erosédo (Shellis, Ganss,
Ren, Zero, & Lussi, 2011), mas optou-se por utilizar esse método no atual estudo, pois
a erosao foi realizada com acido citrico (0,05M e pH 3,75), que possui menor potencial
erosivo quando comparado a coca-cola (pH 2,6), que também é utilizada nos estudos
como agente de erosdo extrinseca (Kato, Leite, Hannas & Buzalaf, 2010; Magalhaes
et al., 2009; Wang et al., 2018). De acordo com Schlueter, Hara, Shellis e Ganss
(2011), uma limitacdo desse método de avaliacdo é que em substratos dentarios
bastante erodidos os limites da indentagédo ndo séao claramente definidos, de modo
que as medicdes sdo imprecisas ou impossiveis, o que pode justificar essa auséncia
de diferenca estatistica entre os grupos. Portanto, a analise perfilométrica foi realizada
também nesse estudo, jA que € um método comprovadamente eficaz e bastante
utilizado para avaliar o desgaste dentinario apds desafios erosivos (Algarni et al.,
2015; Kato, Leite, et al., 2010; Magalhaes et al., 2009; Passos et al., 2018; Schlueter,
Klimek, & Ganss, 2011; Shellis, Ganss, Ren, Zero & Lussi, 2011).

Com o objetivo de aumentar o tempo de contato com a dentina, melhorando a
substantividade do principio ativo, além de tornar mais pratico o uso clinico,
selecionou-se 0 gel como veiculo das substancias experimentais. Em estudos de
Kato, Leite, Hannas e Buzalaf (2010) e de Kato, Leite, Hannas, Oliveira et al. (2010)
comprovou-se que géis sao mais eficazes na entrega de inibidores das MMPs (EGCG
e FeSOa), quando comparados a solugbes (Sn/AmF, clorexidina e extrato de cha
verde), pois uma simples aplicagdo do gel foi mais efetiva que multiplos bochechos
em protocolos de desafios erosivos semelhantes (Kato et al., 2009; Magalhaes et al.,
2009).

Outra estratégia para aumentar o tempo de contato do principio ativo ao
substrato dentinario foi realizar o encapsulamento da EGCG em NSMs, permitindo
uma liberacdo continua do farmaco e, consequentemente, intensificando a protecao
da dentina em detrimento aos efeitos da erosédo. O encapsulamento de farmacos em
NSMs vem sendo utilizado em Odontologia e bons resultados estdo sendo obtidos,

seja como uma estratégia na ocluséao de tubulos dentinarios, seja para introducéo da
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clorexidina em cimento de iondmero de vidro (Yan, Yang, Li, Yu, & Huang, 2017; Yu
et al., 2017). De acordo com os conhecimentos dos autores, ndo ha estudos que
avaliem o uso da EGCG/NSM para protecdo da erosao dentinaria.

O uso de inibidores de MMPs, como as catequinas presentes no cha verde e
dentre elas a EGCG, vem se mostrando como uma estratégia eficaz na manutencao
da MOD (Kato et al., 2012). A EGCG foi identificada como inibidor das MMPs 2 e 9,
apresentando como valor de concentracdo inibitéria minima de 6 e 0,8 uM
respectivamente (Demeule et al., 2000). Portanto, a concentragao utilizada no atual
estudo de 0,1% ou 2.181 uM foi suficiente para inibir essas colagenases.

Kato, Leite, Hannas e Buzalaf (2010) e Kato, Leite, Hannas, Oliveira et al.
(2010) verificaram que a EGCG e o extrato de cha verde reduziram significativamente
o desgaste dentinario quando comparados ao controle negativo. Esses resultados nédo
corroboraram com os obtidos na atual pesquisa, na qual a EGCG 0,1% né&o diferiu
estatisticamente do placebo. Isso pode ser explicado devido ao fato de que, antes do
inicio do estudo in situ, os espécimes foram submetidos a 12h para formacao da
pelicula adquirida a qual funciona como uma protecdo natural contra os efeitos da
erosao, apesar de ser mais eficaz no esmalte que na dentina (Wiegand,
Bliggenstorfer, Magalhaes, Sener & Attin, 2008).

De Moraes et al. (2016) e Passos et al. (2018), relataram que o cha verde e a
EGCG reduziram o desgaste dentinario in vitro, diferindo do controle negativo, mas
em ambos os estudos os tratamentos foram realizados por 5 min e o atual estudo foi
aplicado apenas por 1 min, justificando-se a auséncia de diferenca estatistica entre a
catequina e o placebo, devido ao menor tempo de tratamento utilizado.

Acredita-se que o tratamento com EGCG/NSM foi equivalente ao SnF2 em
relacdo ao desgaste dentinario devido a caracteristica das NSMs serem resistentes
ao desafio acido (Li, Liu, & Sun, 2011) e também por possuirem a capacidade de
promover a liberagcdo continua do farmaco (Yan et al., 2017; Yu et al., 2017),
permitindo um maior tempo de contato da catequina com a dentina, além de proteger
a EGCG das condi¢bes adversas do meio bucal.

O efeito antierosivo do estanho foi comprovado em diversos estudos (Algarni
et al., 2015; Schlueter, Klimek & Ganss 2009, Schlueter, Klimek, & Ganss, 2011) e o
SnF2 (controle positivo), além de ter sido identificado recentemente como inibidor das
MMPs 2 e 9 (Cvikl et al., 2018), age também se incorporando ao tecido mineralizado

quando h& preservacdo da MOD (Ganss et al., 2010). O SnF2 reage com a
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hidroxiapatita e forma precipitados complexos contendo Sn2OHPO4, SnsF3POa4,
Ca(SnFs3)2 e CaF2 (Babcock, King, & Jordan, 1978). O sinergismo desses mecanismos
de acdo explica o melhor resultado dessa substancia com relacdo ao desgaste
dentinario. Magalhdes et al. (2009) avaliaram a acdo de solu¢des de SnF2/AmF,
clorexidina e extrato de cha verde apo6s erosdo/abrasdo de 5 min com coca-cola e
todos os tratamento reduziram significativamente o desgaste da dentina quando
comparados ao controle (agua destilada), mas nao diferiram entre si. Nesse caso, 0
extrato de cha verde foi utilizado em concentracdo de 0,61% e a concentracdo da
catequina presente na solucéo (0,18%) era quase o dobro da utilizada no presente
estudo, o que justifica seu desempenho na reducdo do desgaste dentinario. Nesse
estudo néo foi especificada a concentracéo do estanho na solugéo, apenas foi descrito
qgue havia 250 ppm de fluor.

Um aspecto que parece influenciar a agdo dos inibidores de MMPs é o
momento da aplicacdo do tratamento. Estudos in situ realizados por Kato, Leite,
Hannas e Buzalaf (2010) e Kato, Leite, Hannas, Oliveira et al. (2010) constataram que
a aplicacao de inibidores de proteases realizada antes do desafio erosivo inibiu quase
totalmente o desgaste dentinario (por volta de 0,05 um). Na atual pesquisa, a
aplicacéo foi realizada por um mesmo periodo de tempo e ap0s a erosao, o desgaste
da dentina foi 0,57 um para EGCG e 0,48 um para EGCG/NSM. Kato et al. (2009)
obtiveram desgaste dentinario semelhante ao presente estudo (0,59 um) ao aplicarem
EGCG 400 uM também por 1 min apds erosdo. Supde-se, entdo, que aplicacdo de
inibidores de MMPs previamente a erosao apresente melhores resultados, talvez pelo
fato de eles j& interagirem com as colagenases inativas existentes na dentina,
impedindo a ocorréncia da sua ativacdo numa futura diminuicdo do pH, ou seja, no
momento do desafio erosivo, pois as MMPs necessitam de um pH baixo para serem
ativadas, seguido de neutralizacdo do meio, para s6 entdo comecarem a degradar a
MOD (Buzalaf, Kato, & Hannas, 2012; Chaussain-Miller, Fioretti, Goldberg & Menashi,
2006).

A impossibilidade de avaliar os efeitos dos inibidores de proteases nas MMPs
salivares e avaliar conjuntamente a erosdo e a abrasédo foram as limitagdes desse
estudo. Vale ressaltar que o protocolo empregado nessa pesquisa ndo avaliou
diretamente o efeito da EGCG como inibidor das MMPs. Especula-se que a reducéo
do desgaste dentinario promovido pela EGCG/NSM foi devido a acédo inibitoria da

catequina sobre as proteases dentinarias, somando-se as caracteristicas das NSMs
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de serem resistentes ao desafio erosivo (Li, Liu, & Sun, 2011) e de possuirem a
capacidade de promover a liberacéo continua do farmaco (Yan et al., 2017; Yu et al.,
2017). Contudo, sdo necessarios mais estudos para confirmar a acéo inibitoria desse
farmaco adsorvido em NSMs nas MMPs presentes em dentina erosivamente

desmineralizada.

5 CONCLUSAO

Conclui-se que, dentro das limitacbes do presente estudo, o uso da
EGCG/NSM é uma medida protetiva promissora na reducéo da erosao dentinaria.
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4 CONCLUSAO GERAL

O uso da EGCG adsorvida em NSMs comprovou ser to eficaz na reducao
do desgaste dentinario quanto o SnFz, sendo uma medida protetiva promissora na
reducdo dos efeitos da erosdo, apesar da avaliacdo da %PDS nao ter ocorrido
diferenca significante entre os tratamentos. No entanto, a EGCG isolada foi menos

eficaz que o SnF2.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO IN SITU DA EFICACIA~ DE UM GEL CONTENDO CATEQUINA E
NANOHIDROXIAPATITA NA EROSAO DENTINARIA

Pesquisador: HELAINE CAJADO ALVES

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 90854518.2.0000.5054

Instituicao Proponente: Departamento de Clinica Odontolégica
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.704.870

Apresentagao do Projeto:

Estudo randomizado, cruzado e cego, onde 20 voluntarios saudaveis (sem doenca carie ou
periodontal)usardo um dispositivo palatino de acrilico contendo 2 blocos de dentina. O estudo tera 4 fases
de 5 dias cada. Durante cada fase experimental, os espécimes de dentina serdo submetidos a eroséo por
imersdo em acido citrico (0,05M, pH 3,75) por 60 segundos, 4 vezes ao dia, seguido de 60 segundos de
tratamento com a substéncia objeto de investigacdo em forma de gel. As mudancas da dentina seréo
determinadas pela porcentagem da perda de dureza da superficie (%PDS) e analise perfilométrica, além da
analise qualitativa através da microscopia eletrénica de varredura (MEV).

Objetivo da Pesquisa:
Obijetivo Primario:

Avaliar in situ o efeito isolado € em conjunto da nanochidroxiapatita e da epigalocatequina-3-galato
adsorvidas em nanoparticulas de silica mesoporosa na dentina humana erosivamente desmineralizada.

Objetivo Secundario:

Endereco: Rua Cel. Nunes de Melo, 1000

Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: 60.430-275
UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (85)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br

Pagina 01de 03



42

UFC - UNIVERSIDADE Q PlataFforma
FEDERAL DO CEARA / %foﬂ

Continuagdo do Parecer: 2.704.870

- Analisar o efeito das substancias experimentais sobre o percentual de perda de dureza dentinaria
promovida pelo desafio erosivo com acido citrico.

- Mensurar o efeito das substancias experimentais no desgaste da superficie dentinaria apos eroséo
extrinseca com acido citrico.

- Verificar através de microscopia eletrénica de varredura alteracdes na superficie dentinaria apés aplicacéo
das substancias experimentais subsequente ao desafio

erosivo.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

0s voluntarios poderdo apresentar discreta halitose apenas durante o periodo experimental, o que podera
ser resolvido com adequada higiene dental. Mesmo com remotas possibilidades, caso esta halitose persista
apds o periodo experimental, sera realizada uma profilaxia dentaria, bem como lhe sera fornecido
enxaguatorio bucal com clorexidina ate que o problema seja resolvido. O dispositivo intra-oral pode causar
um leve desconforto na fonética, que &, entretanto, semelhante ao desconforto causado por um aparelho
ortoddntico movel. Durante todo o periodo da pesquisa, acompanhamentos semanais serao realizados, para
verificar as condicbes do aparelho e da sua saude bucal.

Beneficios:

O beneficio sera um auxilio indireto, contribuindo para a realizacéo deste projeto e o conhecimento que
vocés adquirirdo sobre a prevencao contra erosio. Este conhecimento podera ser utilizado futuramente em
prol da populagéo alto risco de eroséo dentaria.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante que busca desenvolver uma substancia que possa prevenir a erosdo dentinaria.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Todos os termos de apresentacéo obrigatdria foram anexados.

Recomendagdes:
Néao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Néao se aplica.

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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UF: CE Municipio: FORTALEZA
Telefone: (35)3366-8344 E-mail: comepe@ufc.br
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_ 1142548 .pdf 14:56:23
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X 14:55:13 |ALVES
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Projeto Detalhado / | Projeto_pos_qualificacao_corrigido.docx| 03/06/2018 |HELAINE CAJADO Aceito

Brochura 20:11:17  |ALVES

Investigador

Outros solicitacao_ao_cep.pdf 03/06/2018 |HELAINE CAJADO Aceito
20:00:44 |ALVES

Outros declaracao_de_concordancia.pdf 03/06/2018 |HELAINE CAJADO Aceito
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado pela pesquisadora Helaine Cajado Alves como
participante da pesquisa intitulada “AVALIAGAO IN SITU DA EFICACIA DE UM GEL
CONTENDO CATEQUINA E NANOPARTICULAS DE SIiLICA MESOPOROSA NA
PROTEGAO DA EROSAO DE DENTINA RADICULAR”. Vocé ndo deve participar
contra a sua vontade. Leia atentamente as informacgdes abaixo e faga qualquer
pergunta que desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam

esclarecidos.

Titulo da Pesquisa: AVALIAC;AO IN SITU DA EFICACIA DE UM GEL CONTENDO
CATEQUINA E NANOPARTICULAS DE SILICA MESOPOROSA NA PROTECAO DA
EROSAO DE DENTINA RADICULAR.

Objetivo da Pesquisa: O objetivo deste trabalho, in situ, sera avaliar o efeito das
substancias SnF2, EGCG/NSM e EGCG sobre dentina humana erosivamente

desmineralizada.

A populacdo tem recebido maiores informacdes sobre a doenca cérie e
tem-se observado a manutencdo da dentigcdo natural de inUmeros pacientes por mais
tempo na cavidade bucal. Tal fato enfatiza a necessidade de se aperfeicoar métodos
preventivos ja existentes, com a introducdo de técnicas inovadoras que possam agir
como coadjuvantes na protecao e controle da erosao dental.

Desta forma, novos materiais sdo frequentemente lancados no mercado
odontolégico com o apelo de conseguirem controlar, ainda que de uma forma
localizada, o aparecimento de novas lesdes de eroséo.

Entretanto, devido a razdes éticas e as vantagens de um melhor controle
experimental das variaveis, além de maior custo na efetividade, parece desejavel a
utilizacdo de modelos in situ para testar materiais, técnicas e sua capacidade de
interferir no desgaste dental promovido pela erosdo antes mesmo da realizacdo de
extensos e dispendiosos estudos clinicos.

Procedimentos: Sera realizado um estudo do tipo cruzado que compreendera 4
tratamentos, sendo quatro fases de 5 dias, durante as quais vocé utilizara um
dispositivo intraoral palatino contendo blocos de dentina humana previamente

esterilizados. Os 4 tratamentos serao:
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Grupo 1: Placebo-controle em gel

Grupo 2: EGCG em gel

Grupo 3: EGCG/NSM em gel

Grupo 4: SnF2em gel

Em um periodo anterior ao inicio das fases do experimento (2 dias), vocé devera fazer
uso do dentifricio pré-determinado, a fim de padronizar as concentracdes de flior na
saliva.

Instrucoes:

a) Fase clinica: durante os cinco dias de tratamento, sera realizado um

procedimento erosivo quatro vezes ao dia (7h; 12h; 17h; 21h) utilizando &cido citrico
(fornecido pelo pesquisador) em temperatura ambiente. Para isso, 0os dispositivos
serdo imersos em 50 mL por 60 s. A seguir, o voluntario deve remover o dispositivo
e lavar em agua corrente por 10 s com pouca pressao, remover 0 excesso de
umidade com papel absorvente e aplicar os produtos fornecidos pelo pesquisador
em cada quadradinho do dispositivo logo apés ter realizado o desafio acido;

b) Utilizar o dispositivo intraoral palatino diariamente, inclusive para dormir;

c) Remover o dispositivo intraoral somente durante as refeicdes ou ingestdo de
qualguer bebida acida. Durante este periodo, este deve ser conservado no estojo
fornecido e envolto com gaze molhada em agua com o objetivo de manter umidade;
d) Fazer uso do dentifricio padronizado trés vezes ao dia durante a escovacao.
Durante a escovacao, o dispositivo devera ser removido e os voluntarios deverao
limpar seus dispositivos cuidadosamente, sem escovar por cima dos blocos para
evitar realizar abrasdo sobre os blocos. O tempo de escovacao do dispositivo e dos
dentes ndo deve exceder a 3 minutos;

e) Fazer uso de agua fluoretada de abastecimento de Fortaleza (0,7 ppm F).
Desconfortos e Riscos: Vocés poderao apresentar discreta halitose apenas durante
0 periodo experimental, o que podera ser resolvido com adequada higiene dental.
Mesmo com remotas possibilidades, caso esta halitose persista apds o periodo
experimental, sera realizada uma profilaxia dentaria, bem como lhe sera fornecido
enxaguatorio bucal com clorexidina até que o problema seja resolvido. O dispositivo
intraoral pode causar um leve desconforto na fonética, que é, entretanto, semelhante
ao desconforto causado por um aparelho ortoddéntico mével. Durante todo o periodo

da pesquisa, acompanhamentos semanais serdo realizados para verificar as
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condic¢des do aparelho e da sua saude bucal. Cabe ressaltar que ndo havera consumo
direto da substancia, pois est,a seré aplicada sobre os blocos.

Beneficios: vocé tera um auxilio indireto, contribuindo para a realizacao deste projeto,
e o0 conhecimento que adquirirdo sobre a prevencdo contra a erosao. Este
conhecimento podera ser utilizado futuramente em prol da populagéo de alto risco de
erosdo dentaria.

Forma de acompanhamento e assisténcia: os pesquisadores envolvidos na
pesquisa estardo a disposicdo de vocés para ajuste no aparelho intraoral, a fim de
minimizar qualquer desconforto.

Garantia de esclarecimento: vocé tem garantia de que recebera resposta ou
esclarecimento de qualquer davida quanto aos procedimentos, riscos, beneficios e
outros assuntos relacionados a pesquisa. Também os pesquisadores supracitados
assumem o compromisso de proporcionar informacao atualizada obtida durante o
estudo, ainda que esta possa afetar a vontade do individuo em continuar participando.
Qualqguer duvida ou problema com o dispositivo intraoral, por favor, comunicar-nos
com a maior brevidade possivel pelo telefone 85 98849.5999 (Helaine Cajado Alves).
Formas de ressarcimento: vocé sera ressarcido de despesas com o transporte-
alimentacao para a retirada das amostras contidas nos dispositivos.

Formas de indenizacdo: ndo ha danos previsiveis decorrentes desta pesquisa.
Garantia de sigilo: os pesquisadores asseguram a sua privacidade quanto aos dados
confidenciais envolvidos na pesquisa.

Liberdade para se recusar em participar da pesquisa: o participante podera
recusar-se a continuar participando da pesquisa e também podera retirar 0 seu
consentimento, sem que isso lhe traga qualquer prejuizo. Tendo compreendido
perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha participacdo no mencionado
estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos
riscos e dos beneficios que a minha participacdo implicam, concordo em dele
participar e para isso DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA TAL EU
TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa é voluntaria. Em caso
de duvidas, realizar contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC.
ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideraco ou divida sobre a sua participacéo na
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC. Rua Coronel
Nunes de Melo, 1000 — Rodolfo Tedfilo, telefone: 3366-8344 (Horario: 08h as 12h).
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O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Ceara responsével
pela avaliagdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo os seres humanos.

O abaixo assinado , anos, RG: ,

declara que é de livre e espontanea vontade que estd como participante de uma
pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido e que, apds sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o
seu contetdo, como também sobre a pesquisa, e recebi explicacdes que responderam
por completo minhas duvidas. E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada
deste termo.

Fortaleza, de de 2018.

Assinatura do voluntario

Assinatura do Profissional que aplicou o TCLE

Assinatura do Responsavel pelo estudo

Universidade Federal do Ceard — Departamento de Odontologia Restauradora
Rua Cap. Francisco Pedro s/n. — Rodolfo Tedfilo. CEP: 60.430-170. Fone: 85
3366.8410/3366.8426.
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APENDICE B - INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS

1. Todos os materiais utilizados ndo acarretardo em custo ao voluntario.

2. Durante o experimento, os voluntarios deverdo escovar seus dentes com 0
dentifricio fornecido pelo pesquisador.

3. A pesquisa sera composta por 4 etapas, com duracao de 5 dias cada uma e com
um intervalo de 2 dias entre estes.

4. Os voluntarios utilizardo um dispositivo intraoral, que possui 2 cavidades, contendo
cada uma delas um bloco de dentina humana previamente esterilizada para a
pesquisa. O dispositivo devera ser instalado um dia antes do inicio da fase
experimental (domingo), a noite, apds a ultima higiene, idealmente as 19h.

5. Os voluntarios deverao utilizar o dispositivo e s6 0 removera para as principais
refeicdes (café da manha, almoco e jantar), ocasido em que o dispositivo ficara
envolvido em gaze encharcada por 4gua de abastecimento.

6. Durante o uso do dispositivo, nenhum tipo de alimento ou bebida poderéo ser
ingeridos, exceto agua.

7. Deve-se evitar que o dispositivo fiqgue fora da boca por um periodo prolongado,
restringindo-se ao tempo necessério para a refeicdo (méximo 1 hora).

8. A higiene bucal deve ser realizada trés vezes ao dia, utilizando o dentifricio dado
pelo autor.

9. Durante os cinco dias de tratamento, o procedimento erosivo devera ser realizado
quatro vezes ao dia (7h; 12h; 17h; 21h) utilizando acido citrico (fornecido pelo
pesquisador) em temperatura ambiente. Para isso, 0s dispositivos serdo imersos em
50 mL por 60 s.

10. A sequir, o voluntario deve remover o dispositivo e lavar em agua corrente com
pouca presséo, remover o excesso de umidade com papel absorvente e aplicar os
produtos fornecidos pelo pesquisador em cada quadradinho do dispositivo, deixando-
0s agir por 60 s. Os excessos serdo removidos com papel absorvente e em seguida
inserir na boca.

11. Os voluntarios deverao retornar a clinica, logo acabe o periodo de experimento,
para a troca dos dispositivos.

12. Quando qualgquer material estiver acabando, entrar em contato com o pesquisador

para que este seja reposto.
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13. Qualquer duvida, entrar em contato com o pesquisador responséavel do trabalho,
no telefone: 85 98849.5999 (Helaine).

Obs.: Favor observar todos os dias se os quadradinhos encontram-se ha mesma
posicdo e, caso desloguem-se de lugar, entrar imediatamente em contato com o

pesquisador.



