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RESUMO

Landmayer K. Controle do desgaste com inibidores de proteases e agente de
estabelecimento de ligacdes cruzadas entre fibrilas de colageno na resisténcia de
unido do conjunto adesivo-resina composta a dentina erodida [dissertacao]. Sao
Paulo: Universidade de Séo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versao
Original.

Buscou-se minimizar ou prevenir a degradacao das fibrilas colagenas, tanto no
controle da progressdo do desgaste erosivo em dentina, quanto na preservacao das
interfaces adesivas ai estabelecidas, por meio do uso de agentes antiproteoliticos
(clorexidina/CHX e epigalocatequina-3-galato/EGCG) ou, ao mesmo tempo,
promotores de ligacbes cruzadas entre elas (proantocianidina/PAC). O papel de
algumas dessas estratégias no estabelecimento, e conservacdo, de interfaces
adesivas em dentina erodida, substrato adverso a interagdo com materiais adesivos,
tem sido, porém, pouquissimas vezes reportado. Este estudo in vitro propbs-se a
avaliar, pois, o efeito de tais agentes, usados como estratégias para
prevencdo/controle do desgaste, na resisténcia de unido (RU) do conjunto sistema
adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida, comparada
a normal. A dentina superficial oclusal de terceiros molares foi apenas submetida a
acdo de uma lixa de SiC (granulacdo 600; 1 min; N: substrato normal) ou
sequencialmente a desafio erosivo inicial (Coca-Cola®; 5 min). Recebeu, entdo, ou
nao (C: controle/sem aplicacdo), a aplicacdo de um dos géis com o0s seguintes
principios ativos - P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a
0,12%; EGCG: epigalocatequina-3-galato a 400 um; PAC: proantocianidina a 10%.
Aguela de inicio desmineralizada ainda foi submetida a ciclagem de pH (Coca-Cola®;
imersbes de 5 min, 3x/dia, 5 dias; E: substrato erodido). Ap6s condicionamento
(HsPO4 a 37%; 15 s; lavagem 30 s; secagem com papel absorvente), o adesivo
Adper™ Single Bond 2® foi aplicado em todos os espécimes e a por¢do coronaria,
reconstruida com a resina Filtek™ Z350®. Transcorridas 24 h (dgua destilada/37°C),
0s espeécimes foram seccionados em palitos e testados (uTBS; 0,5 mm/min). As
superficies fraturadas de cada palito foram avaliadas utilizando-se um microscopio

digital (50x de aumento). Os valores de RU obtidos foram organizados considerando-



se cada dente como unidade experimental e os testes de Analise de Variancia a 2
critérios e de Tukey aplicados (a=0,05). Um dente extra para cada grupo foi tratado
exatamente como 0s outros, mas o corante fluorescente rodamina B foi previamente
adicionado (0,16 mg/mL) ao sistema adesivo para permitir a avaliacdo qualitativa da
interface adesiva por meio de Microscopia Confocal de Varredura a Laser. Analisando-
se os dados obtidos péde-se observar que, diferentemente da variavel aplicacédo de
géis para prevencéao/controle do desgaste erosivo (p=0,076), a variavel condi¢cdo do
substrato dentinario exerceu influéncia significante sobre os resultados (p<0,001).
Ademais, ndo houve interacéo entre elas (p=0,979). Os valores imediatos de RU ao
substrato erodido foram, pois, sempre inferiores que aqueles ao substrato normal,
independentemente da aplicacdo, ou ndo, de qualquer um dos géis para
prevencao/controle do desgaste erosivo. Quanto ao padrédo de fratura dos palitos
testados, as falhas adesivas e mistas foram predominantes em relacdo as coesivas,
independentemente se em dentina ou em resina. Menores porcentagens de falhas
coesivas ainda puderam ser verificadas para o substrato erodido, com relacdo ao
normal. No que se refere a andlise qualitativa, observou-se, para o erodido,
comparado ao normal, independetemente do tratamento para controle do desgaste,
camada escura subjacente a de adesivo propriamente, representacdo da menor
concentracdo de material marcado por rodamina B, bem como tags resinosos com
maior comprimento e em maior quantidade. Assim sendo, conclui-se, por ora, que as
estratégias estudadas nado foram capazes de favorecer, tampouco de prejudicar, o

estabelecimento de interface adesiva em dentina erodida.

Palavras-chave: Dentina; Erosdo Dentéria; Inibidores de Proteases; Digluconato de
Clorexidina; Epigalocatequina-3-Galato; Proantocianidina; Adesivos Dentinarios;
Resisténcia de Unido.



ABSTRACT

Landmayer K. Wear control with protease inhibitors and collagen cross-linking agent
on bond strength of an adhesive plus a resin composite to eroded dentin
[dissertation]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia;
2018. Versao Original.

In order to minimize the degradation of collagen fibrils, both to control the progression
of the dentin erosive wear and to preserve adhesive interfaces established there,
antiproteolytic (chlorhexidine/CHX and epigallocatechin-3-gallate/EGCG) or, at the
same time, collagen cross-linking agents (grape seed proanthocyanidin extract/PAC)
started to be successfully used. Some of these strategies in the establishment and
preservation of adhesive interfaces on eroded dentin, a substrate adverse to the
interaction with adhesive materials, has been seldom reported yet. This in vitro study
aimed to evaluate, thus, the effect of such agents, used as strategies for wear
preventing/controlling, on bond strength (BS) of a simplified etch-and-rinse adhesive
system adhesive plus a resin composite to eroded, and normal (parameter for
comparisons) dentin. Superficial occlusal dentin of third molars was only ground with
a SiC paper (600-grit; 1 min; N: normal substrate), or subsequently submitted to an
initial erosive challenge (Coca-Cola®; 5 min). It, then, received or not (C: control/without
application), application of one of the gels with the following active principles - P:
placebo/without active principle; CHX: 0.012% chlorhexidine digluconate; EGCG:
epigallocatechin-3-gallate at 400 um; PAC: 10% proanthocyanidin. Initial
demineralized dentin was still submitted to a pH cycling (Coca-Cola®, 5 min
immersions, 3x/day, 5 days, E: eroded substrate). After acid-etched (37% HsPOas; 15
sec; 30 sec washing; drying with absorbent paper), the adhesive Adper™ Single Bond
2® was applied in all specimens and resin composite buildups were constructed with
Filtek™Z350®. After 24 h (distilled water/37°C), specimens were sectioned in beams
and tested (MTBS; 0.5 mm/min). Obtained BS values were organized considering each
tooth as an experimental unit and two-way ANOVA and Tukey tests were applied
(a=0.05). An extra tooth for each group was treated just like the others, but the
adhesive system was marked by the addition of rhodamine B (0.16 mg/mL) to allow
qualitative evaluation of the adhesive interface by means of Confocal Laser Scanning



Microscopy. As opposed to the variable application of gels for wear
preventing/controlling (p=0.076), the condition of the dentin substrate had a significant
influence on the results (p<0.001). In addition, there was no interaction between them
(p=0.979). Immediate BS values to the eroded substrate were always lower than that
to the normal substrate, regardless of the application or not of any of the gels for wear
preventing/controlling. As for the fracture pattern of the tested beams, adhesive and
mixed failures were predominant in relation to the cohesive failures, regardless of
whether in dentin or in resin. Lower percentages of cohesive failures could still be
verified for the eroded substrate, relative to the normal one. Concerning the qualitative
analysis, it was observed, for the eroded substrate, compared to the normal,
independently of the treatment for wear preventing/controlling, a dark layer underlying
that of the adhesive itself, which represents a lower concentration of rhodamine B-
labeled material, as well as resinous tags with greater length and in greater quantity.
Therefore, studied strategies were not able either to improve, neither to impair, the

establishment of adhesive interface on eroded dentin.

Keywords: Dentin; Dental Erosion; Protease Inhibitors; Chlorhexidine Digluconate;
Epigallocatechin-3-Galate; Proanthocyanidin; Dentin-Bonding Agents; Bond Strength.
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1 INTRODUCAO

Enzimas intrinsecas, do proprio hospedeiro, como as metaloproteinases da
matriz (MMPs) e as cisteino-catepsinas (CCs), foram identificadas no complexo
dentinopulpar, inclusive nos 10% da por¢cdo nao-colagena da dentina (Turk et al.,
1997; Dickinson, 2002; Visse; Nagase 2003; Li et al., 2004; Hannas et al., 2007,
Tersariol et al., 2010; Nascimento et al., 2011; Scaffa et al., 2012). Participam da
formacao dentéria e em fase posterior permanecem ali de forma latente, protegidas
pelos minerais (Tjaderhane et al., 1998). Diante de uma queda de pH, essa protecao
€ perdida, e elas tornam-se ativas (Tjaderhane et al., 2013a), podendo causar a
degradacdo da matriz extracelular, inclusive do coladgeno nativo e desnaturado
(Chaussain-Miller et al., 2006; Hannas et al., 2007).

A queda de pH pode ser decorrente de processos quimicos relacionados a
erosdo dentaria, cada vez mais frequente pela mudanca de habitos alimentares e
aumento da prevaléncia de disturbios gastrintestinais (Meurman; ten Cate 1996; Zero,
1996; Larsen; Nyvad 1999; Zero; Lussi, 2005; Tahmassebi et al., 2006; Magalh&es et
al., 2009a, 2014, Rios et al., 2009, 2011; Magalhaes et al., 2014). De inicio, afeta o
esmalte, e, se o amolecimento superficial (Oshiro et al., 2007; Lussietal., 2011; Ganss
et al., 2014) nao for revertido, acaba por expor a dentina subjacente (Lussi et al., 2006;
Vieira et al., 2006; Correr et al., 2009; Voronets; Lussi, 2010; Huysmans et al., 2011;
Lussi; Carvalho, 2014). Ora, pode ocorrer remogao de minerais sitos entre as dentinas
inter e peritubular; sequencialmente, a desmineralizacdo da dentina peritubular,
alargando-se a embocadura dos tubulos dentinarios, e, por fim, a da dentina
intertubular, que se torna rugosa e porosa, com uma camada superficial organica
completamente desmineralizada, recobrindo uma zona parcialmente desmineralizada,
sobre a dentina ainda mineralizada (Meurman et al., 1991; Kinney et al., 1995). O
colageno exposto apds a perda mineral pode até evitar que os acidos adentrem as
camadas mais profundas da dentina, impedindo a progressédo do desgaste erosivo
(Klont; Ten Cate 1991a; Kleter et al., 1994; Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005; Kato
et al., 2009b, 2010a). Contudo, esse emaranhado superficial de fibrilas pode ser
degradado tanto mecanicamente, como, conforme j& enfatizado, pela acéo das tais
enzimas proteoliticas (Ganss et al., 2004, 2007; Hara et al., 2005; Kato et al., 2009a,
2010b; Magalhaes et al., 2009b; Buzalaf et al., 2010; Tjaderhane et al., 2013a, 2015).
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As MMPs, tipicamente, e talvez as CCs, parecem desempenhar papel importante na
progresséao do desgaste erosivo, degradando as fibrilas colagenas expostas, clivando-
as, e expondo o tecido subjacente, ainda mineralizado, a acdo dos distintos meios
acidos, reiniciando-se o ciclo (Buzalaf et al., 2010; Tjaderhane et al., 2013a, 2015).

Progride, assim, a perda de estrutura dentaria, que pode passar a exigir, em
particular em niveis relativamente avancados, intervencao restauradora (Kilpatrick;
Mahoney, 2004, Peutzfeldt et al., 2014). Na maioria dos casos, 0s procedimentos
diretos adesivos, utilizando-se resina composta, sédo os de eleicdo (Lambrechts et al.,
1996; Hemmings et al., 2000; Bartlett; Sundaram 2006; Loguercio et al., 2009;
Dietschi; Argente, 2011).

A camada hibrida estabelecida no substrato dentinério erodido tem, porém,
maior espessura que aquela em dentina higida, o que se relaciona a inapropriada
impregnacdo dos mondémeros resinosos (Zimmerli et al., 2012). Sua constituicdo
estruturalmente imperfeita e com porosidades, repleta de areas nao reforcadas por
resina, e a excessiva umidade, tipica desta condi¢cdo, podem impedir a satisfatoria
conversao dos mondmeros em polimeros e minimizar a imediata eficacia da ades&o
(Cruz et al., 2012; Zimmerli et al., 2012) bem como tornam os diferentes constituintes
da interface mais suscetiveis a degradacao (Sano et al., 1995a, 1995b; Hashimoto et
al., 2003; Van Landuyt et al., 2007; Vaidyanathan; Vaidyanathan 2009; Zimmerli et al.,
2012; Tjaderhane et al., 2015).

A fim de reduzir a acdo das enzimas proteoliticas e assim minimizar ou prevenir
a degradacao das fibrilas colagenas, tanto no controle da progressdo do desgaste
erosivo em dentina, quanto na preservacao das interfaces adesivas, lancou-se méo
do uso de potenciais inibidores de sua atividade, como o digluconato de clorexidina
(CHX) e o extrato de cha verde (epigalocatequina 3-galato - EGCG) (Gendron et al.,
1999; Demeule et al., 2000; Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 2007a, 2007b, Breschi
et al., 2008, 2010; Loguercio et al., 2009; Magalhées et al., 2009b; Komori et al., 2009;
Kato et al., 2010a; Buzalaf et al., 2012; Tjaderhane et al., 2013a, 2015; Malaquias et
al., 2018). Por alternativa, buscaram-se os mesmos objetivos, ndo so por meio dessa
inibicdo, mas potencialmente também pelo aumento da resisténcia das fibrilas
coldgenas a degradacao, utilizando-se agentes ao mesmo tempo antiproteoliticos e
promotores do estabelecimento de ligacdes cruzadas entre elas, como o extrato de
semente de uva (proantocianidina - PAC) (Bedran-Russo et al., 2007, 2009, 2011; Al-
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Ammar et al., 2009; Castellan et al., 2011; Srinivasulu et al., 2012; Boteon et al.,
2017a, 2017c; Leme-Kraus et al., 2017).

O papel de algumas dessas estratégias no estabelecimento, e conservacao, de
interfaces adesivas em dentina erodida tem sido, porém, reportado apenas por
pouquissimos estudos (Francisconi-dos-Rios et al., 2015a, 2015b; Giacomini et al.,
2017; Farias-Neto et al., 2018). A aplicacdo de solucdo de CHX a 2%, como primer
antiproteolitico apos condicionamento da dentina com acido fosforico, mostrou-se
promissora a prevencéo da diminui¢cao dos valores de resisténcia de unido, em médio
prazo, do conjunto adesivo condicione-e-lave simplificado/resina composta a dentina,
normal ou erodida, mas ndo tornou aqueles a segunda equivalentes aqueles a
primeira (Francisconi-dos-Rios et al., 2015b). Ademais, em longo prazo, o efeito
favoravel tornou-se reduzido/irrelevante (Francisconi-dos-Rios et al., 2015a).
Inoportunamente, adiante, o uso dessa mesma solucdo, com mesma finalidade,
reduziu os valores de resisténcia de unido a dentina normal e a erodida, ainda que
apenas aqueles a primeira tenham sido negativamente acometidos pelo passar do
tempo (Giacomini et al., 2017). Ja o uso de solu¢cédo de CHX, a 2%, como agente para
prevencao/controle do desgaste erosivo pareceu, contrariamente ao que se observa
guando aplicada na forma de gel, a 0,012%, para essa finalidade (Kato et al., 2010a;
Boteon et al., 2017a, 2017b), ndo de todo interessante quando, do ponto de vista da
resisténcia de unido, na sequéncia, restaurou-se o substrato dentinario utilizando-se
sistema adesivo do tipo condicione e lave simplificado em associacdo a resina
composta (Farias-Neto et al., 2018). Uma vez mais, ainda, quando aplicada como
primer antiproteolitico, prejudicou a adesdo a dentina normal (Farias-Neto et al.,
2018).

Pois bem, em se considerando que, a exce¢ado do uso de solugbes com acdo
antioxidante/fontes de vitamina C (suco de laranja) para estabelecimento do substrato
dentinario erodido simulado (Giacomini et al., 2017), apenas sua asperizagdo com
ponta diamantada é capaz de torna-lo analogo ao normal, no que se refere aos valores
de RU ao mesmo (Zimmerli et al., 2012), revela-se conveniente estudar alternativas,
nao invasivas, a essa opc¢ao. H& que se concordar que pode ser fundamental
concentrar os esforcos na identificacdo de estratégias que favorecam a RU, ja

imediatamente, a substratos sabidamente desfavoraveis a adesdo de materiais
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resinosos (Cruz et al., 2012; Zimmerli et al., 2012), onde, via de regra, em clinica,

estabelecem-se as interfaces adesivas (Giacomini et al., 2017).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENZIMAS PROTEOLITICAS NA DENTINA

Enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases (MMPs) e as cisteino-
catepsinas (CCs) (Birkedal-Hansen et al., 1993; Ingman et al., 1994) foram
encontradas na dentina humana (Martin-De Las Heras et al., 2000) assim como na
saliva (Makela et al.,, 1994). Na matriz colagena do tecido dentinario, mais
especificamente na dentina mineralizada, jA foram identificadas as do tipo
colagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13 e MMP-18), responsaveis, como o proprio
nome sugere, pela degradacdo de colageno, e também as gelatinases (MMP-2 e
MMP-9), incumbidas da degradacdo do coldgeno especificamente desnaturado
(gelatina). Existem, inclusive, MMPs de outros subgrupos em humanos, totalizando-
se 23 tipos, como as estromelisinas (MMP-3, MMP-10 e MMP-11), as matrisilinas
(MMP-7 e MMP-26), as MMPs tipo membranas e outras (Visse; Nagase, 2003;
Hannas et al., 2007).

Nos processos normais, essas enzimas desempenham um papel importante na
degradacdo de componentes extracelulares para remodelacdo e manutencao tecidual
durante a erupcao dentéaria (Birkedal-Hansen et al., 1993; Tanaka et al., 1999; Cerri
et al., 2010); ainda manifestam-se em processos de defesa imunoldgica (Ryan et al.,
1996; Lafleur et al.,, 2003; Nagase; Brew 2003). Participam, contudo, no
desenvolvimento de doencas periodontais, pulpares e de lesbes de cérie (Birkedal-
Hansen et al., 1993; Hannas et al., 2007), além de estarem presentes em diversas
condi¢cbes inflamatérias que envolvem dano tecidual em doencas pulmonares,
cardiacas e cancerigenas (Sakashita et al., 2011; El-Badrawy et al., 2014; Li et al.,
2014; Yousef et al., 2014; Xu et al., 2015).

Na estrutura dentaria, as MMPs apresentam-se na forma latente, no entanto,
quando ativadas, sdo responsaveis pela degradagdo da matriz extracelular (MEC),
incluindo colageno na forma nativa ou desnaturada. Visto que sdo endopeptidases

zinco-dependentes, exigem ligacdo desse ion metalico ao seu sitio catalitico, para
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clivagem das ligacdes peptidicas das proteinas estruturais da MEC (Buzalaf et al.,
2012).

A MEC pode, entdo, ser degradada quimicamente, em conjunto com a estrutura
dentaria desmineralizada (Kato et al., 2009b, 2010b), quando as MMPs sao ativadas
por fatores de crescimento, agentes quimicos, forcas mecéanicas, ou até por uma
gueda de pH (Tjaderhane et al., 1998). Porém, antes da ativacéo, é necessario a lise
do pré-dominio do sitio catalitico (Hannas et al., 2007), e a posterior neutralizacdo do
meio, para exercicio da sua funcao.

Assim como as MMPs, as CCs também sdo vistas tanto na saliva quanto nos
tecidos duros dentarios (Hannas et al.,, 2007; Tjaderhane et al., 2013a). Estédo
presentes no compartimento lissomal intracelular; sdo ativadas, e agem, em pH é&cido,
mesmo que levemente, e j4 se tornam instaveis naquele neutro (Turk et al., 1995,
1997, 2012). Também foram encontradas extracelularmente, mas nesta condi¢ao
podem se tornar, de maneira irreversivel, rapidamente inativas em pH neutro, ainda
gue ndo sejam as alteracdes de pH as Unicas responsaveis pela determinacao de sua
atividade. De qualquer maneira, quando ativas, promovem a degradacéo de diversos
constituintes da MEC, como colageno, laminina, fibronectina e proteoglicanos
(Dickinson, 2002; Obermajer et al., 2008).

Sao 11 os tipos de CCs conhecidas em humanos: B, C, F, H, K, L, 0O, S,V, Xe
W (Turk et al., 2012). Podem patrticipar de processos relacionados a saude e a doenca,
como a remodelacdo O6ssea ou, até mesmo, na facilitacdo da invasdo de células
tumorais nos tecidos (Buck et al., 1992). Na odontologia, a catepsina K, por exemplo,
€ uma enzima que atua na degradacdo da matriz 6ssea e a Unica capaz de degradar
o colageno integro (Georges et al., 2009), contribuindo para com a progressao de
doencas periodontais (Mogi; Otogoto, 2007), ou para com a remodelacdo 6ssea
envolvida na movimentacdo ortodéntica (Tsuji et al.,, 2001). J4 a catepsina B é
expressa principalmente em dentina, normal, e mostra maior atividade naquela
cariada, além de se apresentar em abudancia em cavidades mais profundas
(Nascimento et al., 2011; Vidal et al., 2014), em que, por meio da degradacédo da
matriz organica desmineralizada, junto as MMPs, viabiliza a progressdo da lesdo
(Tjaderhane et al., 1998; Tersariol et al., 2010).

Essas enzimas também possuem um pré e um pro-peptideo: o pré-peptideo se
desliga da sua estrutura quando enviado para o reticulo endoplasmatico, e o pro-

7

peptideo € removido pela influéncia de outras proteinases ou pela autoativacao,
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expondo-se seu sitio e propiciando-se sua ativacao (Turk et al., 1997; Turk; Guncar
2003).

Com a queda de pH, quadro tipicamente relacionado a cérie e, particularmente,
a erosdo dentaria, e consequente ativacao das enzimas proteoliticas, oportuniza-se a
perda da estrutura dentinaria (Kato et al., 2009a, 2010b). O meio acido promove a
desmineralizacdo da matriz extracelular e faculta, ora, a acdo das MMPs e CCs
(Tjaderhane et al., 2001; Kato et al., 2010a).

2.2 EROSAO DENTARIA E O PAPEL DAS ENZIMAS PROTEOLITICAS

Quanto a erosdao dentaria, € um tipo de desgaste definido pela perda
irreversivel de tecido duro que pode afetar tanto esmalte como dentina. Ndo ha
envolvimento bacteriano, podendo ocorrer por quelacdo ou, em especial, pelo contato
da estrutura dentaria com solugfes acidas (Larsen, 1990; Lussi et al., 2006), sejam
elas intrinsecas, provenientes de fontes enddgenas, como o suco gastrico (Magalhaes
et al., 2009a; Rios et al., 2009; Loke et al., 2016) ou extrinsecas, advindas de fatores
exdgenos, como alimentos e bebidas &cidas (Tahmassebi et al., 2006; Magalhéaes et
al., 2009a; Rios et al., 2009; Loke et al., 2016).

O aumento da prevaléncia do desgaste erosivo tem chamado atencéo,
principalmente pelo nimero crescente de casos em pacientes mais jovens (Jaeggi;
Lussi, 2014; Schlueter; Luka, 2018). Acredita-se que isso se deva ao aumento
exagerado da ingestéo de refrigerantes (Tahmassebi et al., 2006) e de outras bebidas
prontas para consumo, por serem de facil acesso e praticas, bem como a maior
utilizacdo de alimentos citricos e bebidas repositoras de sais ou energéticas, por
causa das mudancas comportamentais relacionadas a busca por um estilo de vida
mais saudavel (Lussi et al., 2004b).

Dentre as varias bebidas, refrigerantes a base de cola destacam-se por
apresentar baixos valores de pH (por volta de 2,3), tipicamente inferiores ao critico
para desmineralizacdo do esmalte e origem da erosao (<5,5 - Meurman and ten Cate
1996; Litonjua et al., 2003; Gravelle et al., 2015; Leme et al., 2011; Wang et al., 2014b).
Com a queda do pH na saliva, seu efeito tampé&o é diminuido e, por conseguinte, a
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protecdo ao substrato dentario (Farias et al., 2000; Ganss, 2006): grande quantidade
de hidroxido de sodio (NaOH) mostra-se necessaria para neutralizacdo da solucéo
(Larsen; Nyvad 1999), bem como a quantidade de ions calcio e fosfato, insuficiente
para satura-la em relacdo a apatita (Larsen; Nyvad, 1999).

Leme et al. (2011), ao avaliarem quatro produtos com grande potencial erosivo,
verificaram, ainda, que o refrigerante a base de cola tem maior capacidade de
solubilizacéo das apatitas dentarias (Farias et al., 2000), seguido pelo refrigerante de
lim&o, por bebidas isotbnicas e por suco a base de soja. Ademais, ao analisarem a
acao dessas bebidas, por meio de microscopia eletrbnica de varredura, sobre o
substrato dentario, verificaram presenca expressiva de erosdo e intensa
desmineralizacdo relacionada ao refrigerante a base de cola; nitida perda de minerais,
aquele de limao; perda gradual e homogénea, ao suco a base de soja; e superficie
irregular, as bebidas isotonicas.

Tanto em esmalte, como em dentina, a perda superficial e o potencial erosivo
decorrente da exposicéo a refrigerante a base de cola € sempre maior que aquela
verificada para outras bebidas acidas (Leme et al., 2011). Outrossim, diante do contato
frequente dessa bebida com o substrato, a saliva tem menor capacidade de
tamponamento e ndo é capaz de reverter a reducéo de dureza do esmalte e da dentina
por completo, resultando sempre na inconvertibilidade da perda de minerais (Fushida;
Cury, 1999).

Substancias acidas promovem um amolecimento progressivo dos tecidos por
meio da acao de ions hidrogénio, liberados pelo acido quando em contato com a agua,
ao se ligarem aos ions carbonatos ou fosfatos da estrutura dentaria, ou, ainda,
daquela de anions que se ligam ao célcio (Larsen, 1990; Barbour et al., 2005; Zero;
Lussi, 2005). Em esmalte, ocorre a dissolucéo dos cristais de hidroxiapatita presentes
nas areas interprismaticas ou nos proprios prismas: a principio, o desarranjo, ou
amolecimento superficial, é reversivel e passivel de recuperacéo pela acao da saliva.
Com a continua presenca desses acidos, contudo, a desmineralizacdo deixa de ser
superficial e ocorre perda irreversivel de estrutura, que pode avancar, camada a
camada, até alcancar a dentina (Voronets; Lussi, 2010).

Em dentina esse processo € mais complexo: a desmineralizagdo inicia-se na
regido entre as dentinas peri e intertubular; em seguida, a peritubular é perdida,
aumentando-se a embocadura dos tubulos dentinarios; por fim, ocorre a exposi¢cao da

matriz colagena da dentina intertubular (Meurman et al., 1991; Kinney et al., 1995).
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Sua presenca € de extrema importancia na modulacéo da progressao do desgaste,
por seu efeito tampao (Ganss et al., 2004; Zero; Lussi, 2005; Kato et al., 2009b,
2010b). Quanto maior a quantidade de colageno exposto, maior a dificuldade de
penetracdo de acidos na dentina parcialmente desmineralizada e, sob ela, na
mineralizada, o que faz com que o processo desacelere (Klont; ten Cate, 1991a; Kleter
et al., 1994; Kato et al., 2009b, 2010b).

Em paralelo ao que acontece para lesdes de carie em dentina, para o desgaste
erosivo, ndo sao propriamente, pois, 0s &cidos, em um caso produzidos pelo
metabolismo bacteriano, no outro, advindos de fontes endogenas ou exdgenas, que
promovem a degradacao da matriz organica deste substrato, propiciando o avanco da
perda tecidual, embora sejam os responsaveis pela desmineralizacdo da superficie
(Tjaderhane et al., 1998; Sulkala et al., 2001; Chaussain-Miller et al., 2006; Hannas et
al., 2007; Featherstone, 2008). Imcumbidas da degradacédo da matriz organica estéo
justamente as enzimas proteoliticas, ativadas pelo baixo pH (Katz et al., 1987; van
Strijp et al., 1997; Tjaderhane et al., 1998; Featherstone, 2008).

Com a degradacéo das fibrilas de colageno, a destruicdo da estrutura dentéaria
se agrava, podendo atingir niveis para 0s quais restauracfes tornam-se necessarias,
a fim de se restabelecer forma anatémica (Kilpatrick; Mahoney, 2004; Peutzfeldt et al.,
2014) e estética, e mesmo favorecer a higiene e diminuir a hipersensibilidade
dentinéria (Lussi et al., 2006).

No sentido, a resina composta tem sido considerada o material de elei¢cdo para
estes casos, respeitando-se a pratica da tdo famigerada Odontologia Minimamente
Invasiva (Lambrechts et al., 1996; Hemmings et al., 2000; Bartlett; Sundaram, 2006;
Loguercio et al., 2009; Dietschi; Argente, 2011). Sua indicacdo s € possivel, porém,
em funcdo da adesdo micromecanica, propiciada pela aplicacdo de agentes
intermediarios denominados sistemas adesivos, entre a resina propriamente e a
dentina, no caso, erodida (Milia et al., 2012; Matos et al., 2017). Tanto os materiais,
como o0 substrato exercem, pois, influéncia no sucesso do tratamento, e a relacéo
entre os mesmos deve ser compreendida em profundidade (Milia et al., 2012).

Quanto ao substrato dentinario erodido, apresenta caracteristicas fisicas e
guimicas diferentes daquelas do normal/higido, expressas, a priori, por uma superficie
amolecida em esmalte, com a progressao da leséo e o avan¢o em dentina, a estrutura

€ configurada por ser esponjosa e desmineralizada (Ganss et al., 2014). Ora, em
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similaridade ao que se nota para a dentina afetada por carie (Haj-Ali et al., 2006;
Balooch et al., 2008; Pugach et al., 2009), a qualidade de interfaces adesivas
estabelecidas nesse substrato tem sido considerada bem inferior & daquelas
estabelecidas no normal (Zimmerli et al., 2012).

2.3 RESTAURACAO DO SUBSTRATO DENTINARIO ERODIDO

Preparar o substrato dentinario a fim de torna-lo apto a receber uma resina
composta como material restaurador implica a aplicacdo de substancias constituidas
por acidos, solventes e mondmeros para que se estabeleca, entdo, uma interface
adesiva, satisfatoria e duradoura em uma concepcéo ideal (Carvalho et al., 2004).

O grau de comprometimento desse substrato influencia, porém, negativamente
em sua propensao a interagdo com materiais adesivos, em similaridade ao que se
aprecia no tocante ao aumento de sua proximidade do 6rgéo pulpar (Yoshikawa et al.,
2012).

Mesmo para esmalte, substrato favoravel ao estabelecimento de interfaces
adesivas, valores de resisténcia de unido ao conjunto sistema adesivo-resina
composta obtidos quando de seu comprometimento por desafio erosivo sao inferiores
aqueles obtidos quando da conservacao do substrato normal, ja que irregularidades e
alteracdes superficiais resultam em hibridizacdo menos satisfatéria (Wang et al.,
2014a). Em sentido similar, mas especificamente em dentina e utilizando-se sistema
adesivo do tipo condicione e lave, valores de resisténcia de unido ao substrato normal
sdo superiores aqueles ao erodido, inclusive ao longo do tempo (Cruz et al., 2015).
Utilizando-se adesivo autocondicionante, nota-se menor prejuizo do desafio erosivo a
esses valores imediatamente; apds 1 ano de envelhecimento, no entanto, tais valores
sdo claramente reduzidos pela condicdo do substrato (Sattabanasuk et al., 2007;
Schmidlin et al., 2008).

Devido a perda estrutural e a redugcdo da dureza da dentina causadas pela
erosao, limitagcdes sdo impostas a adesdo de materiais resinosos a este substrato, tal
gual ao afetado por carie, com estrutura morfolégica e histologicamente alterada (de
Lourdes; Chavez 1979; Pinheiro et al., 2008). Ha, porém, evidéncias cientificas que

suportam a remoc¢ao incompleta do tecido cariado, mantendo-se a dentina afetada
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nas paredes de fundo da cavidade, preservando-se maior quantidade de estrutura
remanescente (Mertz-Fairhurst et al., 1998; Banerjee et al., 2000; Maltz et al., 2007,
2013, Browning et al., 2013; Schwendicke et al., 2013): isso resulta em implicacdes
na capacidade de adesé&o (Kinney et al., 1995; Marshall et al., 1997), que devem ser
contornadas pela remocao dessa dentina das paredes circundantes, favorecendo-se
o selamento marginal da restauracdo (Maltz et al., 2007).

Via de regra, quando da op¢ao por sistemas adesivos do tipo condicione e lave,
a dentina é condicionada por um &cido fosférico, que promove remoc¢do da camada
de esfregaco (smear layer), desobliteracdo dos tubulos dentinarios e ampliacdo de
seus lumens, e desmineralizacdo da detina intertubular, expondo-se a trama de
coldgeno que constitui sua matriz organica (Pashley; Carvalho, 1997).

Nesse substrato devidamente permeavel, 0s monémeros resinosos do sistema
adesivo penetram no interior tubulos dentinarios, formando os tags resinosos, e
permeiam a trama colagena, caracterizando, entdo, quando da polimerizacdo, a
camada hibrida (Nakabayashi et al., 1982; Pashley; Carvalho, 1997; Perdigao, 2010).

A incorreta infiltracdo dos mondmeros resinosos e, por conseguinte, a
conservacao de fibrilas colagenas expostas e ndo envoltas por resina (Breschi et al.,
2010), diante de umidade, pode resultar em prejuizo da resisténcia de unido ao longo
do tempo, justamente em funcéo de sua degradacao pelas enzimas proteoliticas do
proprio hospedeiro, ativadas pelo baixo pH do &cido fosférico (Pashley et al., 2004,
2011; Breschi et al., 2008).

Haja vista, nesse sentido, a condicdo da dentina afetada por carie, e
particularmente daquela erodida, reconhecidamente desmineralizadas, antes mesmo
da aplicacdo do &cido fosférico, entende-se porque nesses substratos sédo
estabelecidas interfaces adesivas ainda menos satisfatérias e duradouras: mais
dificuldade tém os mondmeros de infiltrar a trama colagena por completo (Wang et al.,
2007; Zimmerli et al., 2012; Mena-Serrano et al., 2013). Ademais, tais substratos sao
mais umidos que o dentinario normal, o que 0s torna mais susceptiveis a degradacao
hidrolitica, além de, de inicio, ja ser comprometida a correta conversdo dos
mondmeros em polimeros (Lussi et al., 2011; Zimmerli et al., 2012). Assim sendo, a
resisténcia de unido de materiais resinosos a dentina erodida € diminuida e a
longevidade da interface adesiva, prejudicada (Cersosimo et al., 2016; Amsler et al.,
2017; Frattes et al., 2017).
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Para equiparar os valores de resisténcia de unido a dentina erodida aqueles a
normal, a asperizacdo com pontas diamantadas mostra-se das mais satisfatérias
opcOes (Zimmerli et al.,, 2012). No entanto, a fim de minimizar ou suspender a
progressdo do desgaste erosivo e favorecer a restauragdo adesiva do substrato
dentinario, inclusive erodido, de maneira conservadora, inibidores de proteinases e
agentes de estabelecimento de ligacdes cruzadas entre fibrilas de colageno vém
sendo estudados (Kato et al., 2009a; Magalhaes et al., 2009b; Mirkarimi; Toomarian,
2012; Tjaderhane et al., 2013a, 2013b; De Moraes et al., 2016; Boteon et al., 20173,
2017b; Leme-Kraus et al., 2017).

2.4 INIBIDORES DE PROTEINASES E AGENTES DE ESTABELECIMENTO DE
LIGACOES CRUZADAS ENTRE FIBRILAS DE COLAGENO

A atividade das proteinases pode ser regulada pela a2-macroglobulina, um
inibidor endégeno em fluidos tissulares, por meio do aprisionamento das mesmas em
seu interior, ndo inibindo a MMP, mas impedindo sua atividade nos substratos
(Strickland et al., 1990; Brew et al., 2000; Sternlicht; Werb, 2001; Folgueras et al.,
2004). Existem, ainda, os inibidores teciduais de MMPs (tissue inhibitors of
metalloproteinases - TIMPS), capazes de controlar a atividade de todas as MMPs ja
identificadas (Hannas et al., 2007; Arakaki et al., 2009). Estes sdo, contudo, inibidores
enddgenos, de acao localizada e reversivel, presentes na cavidade oral (Hannas et
al., 2007) que s6 se expressam diante de um desarranjo tecidual (Visse; Nagase,
2003). Em outras palavras, o equilibrio das MMPs e dos TIMPs é critico para a
remodelacdo da MEC (Nagase et al., 2006), mesmo que esforcos se destinem a busca
por aumento da especificidade dos TIMPs, por meio de transferéncia de genes
expressos no local em que se deseja atuacéo (Nagase et al., 2006).

Em contrapartida, inibidores enzimaticos sintéticos e naturais de origem externa
tém sido estudados no que se refere a conservacdo da camada hibrida em
restauragcfes adesivas e mesmo a contencdo da evolucédo de processos patolégicos
de perda de estrutura dentinaria (Tjaderhane et al., 2013b). Dentre eles, destacam-se

a clorexidina (CHX), muito utilizada como agente antimicrobiano, e a
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epigalocatequina-3-galato (EGCG) um polifenol proveniente do principio ativo do cha
verde (Chaussain-Miller et al., 2006).

A CHX atua modificando a estrutura tridimensional das MMPs e quelando os
ions calcio e zinco, responsaveis por sua ativagdo (Osorio et al., 2011). Tal composto
sintético € capaz de inativar essas enzimas, em especial, as colagenases (Pashley et
al., 2004) mesmo em baixas concentracfes (Breschi et al., 2009, 2010). Atua, ainda,
inibindo as cisteino catepsinas pela interacéo tridimensional da CHX com aminoacidos
dos sitios ativos dessas enzimas (Scaffa et al., 2012).

Nesta perspectiva, a fim de coibir a degradacdo da interface adesiva,
preservando-se a camada hibrida, Hebling et al. (2005), como pioneiros nessa linha
de pesquisa, e por meio de estudo in vivo, utilizaram uma solucdo de CHX a 2% na
restauracdo de dentes deciduos, como primer antiproteolitico, depois do
condicionamento com &cido fosforico e previamente a aplicagdo de um sistema
adesivo do tipo condicione e lave de 2 passos, impregnando a cavidade com essa
solucéo por 30 segundos e secando-a, suavemente, em seguida, a fim de manter a
dentina umida. Depois da restauracdo com resina composta, e diante da esfoliacao,
decorridos aproximadamente 6 meses, avaliaram a qualidade da interface adesiva por
meio de microscopia eletrénica de transmisséo. Observaram, quando da aplicacao da
CHX, uma camada hibrida menos degradada se comparada com a estabelecida no
grupo controle, onde se evidenciou maior impregnacdo de nitrato de prata
(nanoinfiltracdo).

Estudos de Carrilho et al. (2007a, 2007b) analisaram, entéo, in vitro, interfaces
adesivas estabelecidas em dentina tratada com CHX a 2%, como primer
antiproteolitico, por 60 segundos, apds o condicionamento acido, ou alterativamente
com agua destilada, por meio testes de microtracdo (resisténcia de unido) e
microscopia eletrébnica de varredura (andlise do padréo de fratura dos palitos). A
aplicacdo de CHX néo exerceu influéncia significante, imediatamente, nem sobre os
valores de resisténcia de unido, nem sobre os padrdes de fratura, quando comparada
a de agua (controle). Apos 6 meses de envelhecimento em saliva artificial, a RU foi
menor do que imediatamente para as duas condi¢des, contudo significativamente
menos para o grupo em gue se aplicou CHX. Além disso, o padrao de fratura mais
prevalente para o0s espécimes do grupo controle, independentemente do

envelhecimento, foi o ocorrido na propria camada hibrida, em sua por¢cdo mais
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superficial, ou na mais profunda. Por outro lado, ap6s 6 meses de envelhecimento, o
padrdo de fratura predominante do grupo em que se aplicou CHX passou a ser o
acontecido na camada de adesivo propriamente ou até na resina composta.

Breschi e coloboradores (2010) também demonstraram, por meio da
observacdo por zimografia, a potencial atividade inibitoria gelatinolitica da dentina,
guando da aplicacdo de solucbes de CHX, como primer antiproteolitico, nas mais
diversas concentragfes. Além disso, evidenciaram que a CHX pode minimizar por até
2 anos a diminuicdo dos valores de RU a dentina e mesmo a nanoinfiltragdo da
interface adesiva ai estabelecida. Diante disso, sugeriu-se que a CHX, como primer
antiproteolitico, poderia ser adotada em procedimentos restauradores adesivos como
forma de melhorar a estabilidade da camada hibrida, e consequentemente, a
longevidade da unido (Moon et al., 2010). Por sinal, bem recentemente, Loguercio et
al. (2016) mostraram que aumenta a estabilidade da interface adesiva por até 5 anos.

Ainda, a fim de se minorar as limitacdes relacionadas a toxicidade da CHX,
solugdes com concentracdes menores dessa substancia, como 0,2% e 0,002%, foram
analisadas no mesmo contexto e mostraram-se tdo eficazes quanto aquelas a 2%
(Gendron et al., 1999; Breschi et al., 2009, 2010; Loguercio et al., 2009; Francisconi-
dos-Rios et al., 2015b). O mesmo se relevou eficaz quando da incorporacdo da CHX
aos proéprios sistemas adesivos (Sabatini, 2013; Malaquias et al., 2018).

Contrariamente, outros autores mostraram que a aplicacdo de CHX como
inibidor de proteases nao favorece a qualidade e/ou a longevidade de restauracdes
adesivas (de-Melo et al., 2013; Sabatini, 2013; Montagner et al., 2015; Perote et al.,
2015; Silva et al., 2015; Giacomini et al., 2017; Farias-Neto et al., 2018). Montagner
et al. (2015) realizaram um estudo clinico restaurando cavidades de classe V,
tratando-as com uma solucdo de CHX ou ndo, e acompanhando-as por 6 meses: a
CHX nao exerceu influéncia significante sobre a taxa de retencédo da restauracées.
Mesmo com acompanhamentos mais longos, por 18 e 36 meses, resultados
correspondentes foram verificados (Dutra-Correa et al., 2013; Sartori et al., 2013). In
vitro, notou-se, da mesma maneira, similitude entre a resisténcia de unido do conjunto
adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina, quando da
aplicacdo ou ndo da CHX como primer antiproteolitico (de-Melo et al., 2013; Sabatini
2013; Perote et al., 2015) e, em alguns casos, especialmente para a dentina erodida,

por refrigerante a base de cola ou suco de laranja, mesmo influéncia negativa desta,



41

guando da avaliacdo imediata dos espécimes (Silva et al., 2015; Giacomini et al.,
2017; Farias-Neto et al., 2018).

Para condi¢des distintas de substrato, que ndo especificamente a dentina
normal/higida, inclusive, estudos até apontam efeitos favoraveis da aplicacdo de CHX
a 2%, como primer antiproteolitico: ela diminui a nanoinfiltracdo da interface adesiva
estabelecida em dentina afetada por carie (Carrilho et al., 2007a, 2007b; Breschi et
al., 2010), bem como mantém estaveis os valores de RU a dentina erodida por até 6
meses (Apayco, 2013; Sabatini, 2013; Francisconi-dos-Rios et al., 2015a, 2015b).
Apesar disso, ndo torna os valores de RU a dentina erodida equilalentes aqueles a
dentina normal, nem imediatamente (Farias-Neto et al.,, 2018) nem apos
envelhecimento (Apayco, 2013; Francisconi-dos-Rios et al., 2015b, 2015a), e também
ndo impede o decréscimo dos mesmos quando de envelhecimento mais longo (12
meses) (Francisconi-dos-Rios et al., 2015a).

Por outra perspectiva, porém, no que se refere ao susbtrato dentinario alterado,
a CHX, como agente antiproteolitco, tem se mostrado eficaz no controle da
progresséao do desgaste erosivo: quando aplicada sob a forma de enxaguatério bucal,
a 0,12%, foi capaz de reduzir a desmineralizacdo e a perda de estrutura dentinaria
(Magalhaes et al., 2009b). Na forma de gel, inibiu completamente o desgaste erosivo
decorrente de ciclagem de pH com refrigerante a base de cola (Magalhdes et al.,
2009b; Kato et al., 2010a), talvez pelo maior tempo do contato com a superficie (Kato
et al., 2010a).

Alternativa a CHX, tanto na conservacao de interfaces adesivas, quanto no
controle da progressdo do desgaste erosivo, especialmente em funcdo de seu
potencial citotdxico (Costa et al., 1999; Kato et al., 2009a, 2012; Lessa et al., 2010a;
Mirkarimi; Toomarian, 2012; Wang et al., 2018), € a EGCG. Além de ser natural, de
facil obtencéo e de baixo custo, esse polifenol proveniente do extrato de cha verde
ndo oferece risco a polpa, como o oferecem as solu¢des de CHX, ainda que nem
sempre quando se considera a difusao transdentinaria (Lessa et al., 2010b), nas mais
diversas concentracoes, independentemente do tempo de contato com células
odontoblasto-similes em cultura (Lessa et al., 2010a).

Acredita-se que a EGCG atua ligando-se as colagenases por meio do
estabelecimento de pontes de hidrogénio e de interagdes hidrofobicas, alterando a

conformacao de seus sitios cataliticos, ou mascarando-os, impedindo a ligacdo dos
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mesmos com ions metalicos que tornam as proteases ativas (Cheng et al., 2003;
Madhan et al., 2007).

Quanto ao papel da EGCG no estabelecimento e conservacdo de interfaces
adesivas, evidenciam-se efeitos favoraveis no tocante aos valores de resisténcia de
unido ao substrato dentinario diante de envelhecimento por 6 meses, tanto quando
aplicada como primer antiproteolitico (Santiago et al., 2013), como quando
incorporada a adesivos do tipo condicione e lave (de Macedo et al., 2018). Ali4s, nesse
segundo caso, a EGCG néo prejudica a propria polimerizacdo dos adesivos (de
Macedo et al., 2018). Contudo, quando incorporada a adesivos autocondicionantes,
gue nédo o ClearFill SE Bond, a for¢a de uniédo é prejudicada pela incorreta conversao
dos mondémeros em polimeros (Khamverdi et al., 2015; de Macedo et al., 2018).

Relativamente a seu desempenho no controle da progressdo do desgaste
erosivo, a EGCG mostra-se também bastante eficaz (Kato et al., 2009a, 2012): menor
perda de microdureza superficial e tibulos dentinarios com embocaduras de menores
diametros sao observados quando de sua aplicacdo, comparativamente a diferentes
controles (Kato et al., 2009a; Mirkarimi; Toomarian, 2012; Wang et al., 2018). A
propoésito, quando incorporada a um refrigerante a base de cola, é capaz de reduzir
seu potencial erosivo (Barbosa et al., 2011).

A imersdo, por 1 minuto, da dentina em solucdo de cha verde (Kato et al.,
2009a; De Moraes et al., 2016), ou de seu extrato propriamente (Magalhaes et al.,
2009b), antes de desafio erosivo, reduz ou impede o desgaste superficial (Kato et al.,
2009a; De Moraes et al., 2016) e controla 0 aumento de sua rugosidade (Mirkarimi;
Toomarian, 2012; De Moraes et al., 2016), por suposto em funcédo da manutencéo da
camada organica (Kato et al., 2009a), nao mais degradada pelas proteases, como
outrora abordado (Kato et al., 2012).

Favorecem, por fim, a resisténcia da matriz organica a degradacéo, agentes
simultaneamente inibidores de proteases e indutores do estabelecimento de ligagdes
cruzadas entre as fibrilas de colageno, tais quais as proantocianidinas (PACSs),
encontradas facilmente na natureza em plantas, frutas, sementes e,
destacavelemente, no extrato de semente de uva (Bedran-Russo et al., 2013). Por
serem de origem natural, as PACs possuem baixo custo e baixa toxicidade (Bedran-
Russo et al., 2013), principalmente se comparadas com outros indutores, como o

formaldeido e o glutaraldeido, que além de citotéxicos, séo instaveis (Han et al., 2003).
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As PACs, oligoméricas, sdo polifendis provenientes do grupo tanino
condensado (Han et al., 2003). Tém diversidade estrutural pela variacdo monomérica
da flavan-3-ol, construida por cadeias aromaticas e suas hidroxilas (Shi et al., 2003),
pelas diferentes ligagbes entre as cadeias, e pelos seus diversos comprimentos
(Himmer; Schreier, 2008).

Pontes de hidrogénio estabelecidas entre a carbonila da amida proteica e a
hidroxila fendlica da PAC podem favorecer a estabilidade da estrutura colagena,
aumentando sua resisténcia a degradacao enziméatico-hidrolitica (Stenzel et al., 1974),
além de sua temperatura de desnaturacédo (Danilov et al., 2008). A prolina, proteina
presente em exuberancia no colageno, é um aminoacido com oxigénio do grupo
carbonila dispondo de alta especificidade para ligagbes com a PAC (Hagerman;
Butler, 1981). Sua cadeia lateral apolar ndo permite que se estabelecam pontes de
hidrogénio, e sim, interacfes hidrofébicas; quando estas acontecem, o contato com a
agua € minimizado pelas forcas néo-covalentes, proporcionando estabilidade ao
tecido (Mota, 2005).

Com base nessa premissa, estudos reportaram a eficAcia do extrato de
semente de uva a 6,5%, quando utilizado como parte do tratamento adesivo do
substrato dentinario, depois de seu condicionamento com acido fosférico, por 1 hora,
na resisténcia de unido de materiais adesivos ao mesmo e na melhora das suas
propriedades mecanicas (Al-Ammar et al., 2009; Dos Santos et al., 2011; Leme-Kraus
et al., 2017). O maior numero de ligacdes cruzadas estabelecidas nesse caso pode
ser evidenciado por meio de marcacdo com o corante fluorescente rodamina B e,
indiretamente, pela reducdo da micropermeabilidade do substrato (Aydin et al., 2016).
Em se considerando a questédo do tempo, demasiado extenso para a pratica clinica,
Delgado et al. (2015) verificaram, oportunamente, que a acdo de PACs, por curtos
periodos (particularmente 15 e 30 segundos, mas mesmo 5 segundos), é apta a ao
menos inibir a atividade de certas MMPs.

Originalmente, ainda, géis contendo PACs, independentemente de sua
concentracdo, mostraram-se promissores ao controle da progressdo do desgaste
erosivo do substrato dentinario, pela estabilizacdo da matriz organica desmineralizada
(Boteon et al., 2017a, 2017b; Leme-Kraus et al., 2017).

Ha que se verificar, pois, o0 papel de todas essas substancias (CHX, EGCG e

PAC), numa associacao de ambos os contextos em que se mostram mais ou menos
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favoraveis: existiria relacdo de sua aplicacdo como agente para controle da
progresséao do desgaste erosivo com a qualidade de interfaces adesivas estabelecidas
nesse substrato?
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo in vitro é avaliar, de imediato, o efeito de inibidores de
proteases (CHX e EGCG) e de um agente também promotor do estabelecimento de
ligacdes cruzadas entre fibrilas de colageno (PAC), usados como estratégias para
prevencgao/controle do desgaste, na resisténcia de unidao (RU) do conjunto sistema
adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida, comparada
a normal.

Como hipoétese alternativa, pressupfe-se que tais agentes, sem diferencas
entre si, serdo capazes de determinar, por meio da preservacao/controle do desgaste
erosivo, um substrato tdo favoravel a adesdo com os materiais resinosos quanto o

normal.
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3 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este estudo in vitro, conduzido de acordo com o preconizado pelo “CRIS
Guidelines” (Checklist for Reporting In-vitro Studies; Krithikadatta et al., 2014),
inclusive em sequéncia aleatéria e de maneira cega, avaliou, imediatamente, a
resisténcia de unido do conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina
composta a dentina, considerando-se como fatores experimentais a condicdo desse
substrato, em dois niveis (N: normal; E: erodido), e a aplicagcdo de geéis para
prevencao/controle do desgaste erosivo, com diferentes principios ativos, em cinco
niveis (C: controle/sem aplicacdo; P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato
de clorexidina a 0,12%; EGCG: epigalocatequina-3-galato a 400 pm; PAC:
proantocianidina a 10%). Ademais, considerando-se 0os mesmos fatores, nos mesmos
niveis, avaliou-se qualitativamente a interface adesiva por meio de microscopia
confocal de varredura a laser (MCVL).

As variaveis quantitativa e qualitativa de resposta foram, respectivamente, 0s
valores de resisténcia de unido a microtracao (UTBS), em MPa, considerando-se cada
dente como unidade experimental, e a descricdo de imagens obtidas por meio de
MCVL. O padrédo de fratura dos palitos foi determinado com o auxilio de um

microscopio digital (50x de aumento).

4.2 OBTENCAO DOS DENTES HUMANOS

Apo6s aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo A), comprometeu-se o Biobanco
da FOUSP - Divisao de Dentes Humanos a fornecer 100 terceiros molares humanos
higidos para conducdo de testes piloto (20 dentes) e para a realizacdo do estudo
propriamente dito (70 dentes). Determinou-se, pois, apos selecdo dos dentes de
acordo com suas devidas dimensfes, dez grupos experimentais de 7 dentes cada.

Um dente extra para cada grupo, ou seja, mais dez dentes (10 dentes), foram, ainda,
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utilizados para devido tratamento e avaliacdo qualitativa da interface adesiva neles
estabelecida por meio de MCVL. Note-se, pois, que se somando os dentes destinados
aos testes piloto (20), ao estudo propriamente dito (70, divididos em dez grupos com
7 cada) e a avaliagdo por meio de MCVL (10, um referente a cada grupo experimental),
totalizam-se os 100 terceiros molares acima descritos. Estes foram limpos com
curetas periodontais para remocao de todo e qualquer residuo de tecido gengival
aderido a superficie dentaria e, posteriormente, armazenados em solucdo de NaCl
0,9% e NaNs 0,02%, renovada periodicamente, onde ficaram imersos durante todo o
periodo de preparo dos espécimes. Por meio de seccionamento em maquina de corte
de precisao (Isomet Low Speed Saw; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA), a por¢do coronaria
foi separada da porgao radicular: a primeira, no desenrolar do trabalho, foi consumida,
em funcéo do preparo de palitos para microtracdo, nao restando material biolégico a
ser, ao final do estudo, devidamente descartado ou armazenado; a segunda foi
devolvida ao Biobanco da FOUSP — Divisdo de Dentes Humanos, jaA que nao foi

utilizada.

43 EXPOSICAO DA DENTINA E DETERMINACAO DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Do total de 100 dentes, excetuando-se os utilizados em testes piloto (20) e os
gue foram utilizados para MCVL (10), cada um dos 70 dentes selecionados para o
estudo propriamente dito foi, em seu devido momento, fixado com cera pegajosa no
centro de um dispositivo metalico que foi acoplado a maquina de corte de preciséo
Isomet Low Speed Saw. Com o auxilio de um disco diamantado dupla face refrigerado
com agua destilada, posicionado perpendicularmente ao longo eixo do dente, a uma
velocidade de 300 rpm, o tergo oclusal foi removido (Figura 4.1A), para exposi¢céo da
dentina coronéria, subjacente ao esmalte. Similarmente, inclusive para se facilitar o
seccionamento dos espécimes em palitos, posteriormente ao tratamento restaurador,

a porcéo radicular foi removida, por meio de corte paralelo ao primeiro (Figura 4.1B).
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Figura 4.1 — A: Remocao do terco oclusal de cada terceiro molar, para exposi¢céo da dentina coronéria,
subjacente ao esmalte; B: a aspecto do espécime apds remoc¢édo da porgcao radicular, por meio de corte
paralelo ao primeiro

Fonte: A autora

A superficie de dentina dos espécimes foi submetida apenas a acdo de uma
lixa de carbeto de silicio de granulacdo 600, por 1 minuto, sob refrigeracdo constante
com agua destilada, em uma politriz metalografica, para padronizar a smear layer
formada sobre a mesma (Tay; Pashley, 2001), determinando-se o substrato normal
(N) (Figura 4.2A), ou sequencialmente a eroséo inicial por um refrigerante a base cola

(Figura 4.2B), determinando-se o substrato erodido (E).

Figura 4.2 — A: Acao de uma lixa de carbeto de silicio de granulagdo 600, por 1 minuto, sob refrigeracao
constante com agua destilada, em uma politriz metalografica, para padronizar a smear
layer formada sobre a superficie de dentina, determinando-se o substrato normal (N); B:
subsequente eroséo inicial por um refrigerante a base cola, determinando-se o substrato
erodido (E)

Fonte: A autora
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Foi, entdo, tratada por meio da aplicacdo de um dos géis, com diferentes
principios ativos, para prevencao/controle do desgaste erosivo (C: controle/sem
aplicacdo; P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%;
EGCG: epigalocatequina-3-galato a 400 pm; PAC: proantocianidina a 10%),

determinando-se, por fim, 0s seguintes grupos experimentais:

Quadro 4.1 - Grupos experimentais

Condicéo do Principio ativo presente no gel para
Grupo
substrato dentinério prevencao/controle do desgaste erosivo
N.C Sem aplicagéo de gel
(n=7) (C: controle)
N.P Sem principio ativo
(n=7) (P: placebo)
N.CHX Digluconato de clorexidina a 0,12%
(n=7) Normal (N) (CHX)
N.EGCG Epigalocatequina 3-galato a 400 um
(n=7) (EGCG)
N.PAC Proantocianidina a 10%
(n=7) (PAC)
E.C Sem aplicacéo de gel
(n=7) (C: controle)
E.P Sem principio ativo
(n=7) (P: placebo)
E.CHX . Digluconato de clorexidina a 0,12%
(n=7) Erodido (E) (CHX)
E.EGCG Epigalocatequina 3-galato a 400 um
(n=7) (EGCG)
E.PAC Proantocianidina a 10%

(n=7)

(PAC)
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4.4 TRATAMENTO DO SUBSTRATO DENTINARIO

Finalizados os testes piloto (20 dentes, dos 100 totais, ja utilizados), dos 70
dentes pertencentes ao estudo propriamente dito, as superficies de dentina de 35
foram, entdo, diretamente conduzidas a etapa seguinte do experimento
(procedimentos adesivos/restauradores), determinando-se condi¢do controle para a
variavel substrato (N: normal).

As de outros 35 dentes foram submetidas a desafio erosivo inicial, por meio da
acdo de refrigerante a base de cola (Coca-Cola®; Agua carbonada, extrato de noz de
cola, cafeina, aroma natural, corante caramelo IV, acidulante &acido fosforico,
edulcorantes artificiais, conservador benzoato de sodio, regulador de acidez citrato de
sédio; 6,30ml por espécime; pH 2,5), por 5 minutos, em temperatura ambiente, a fim
de se iniciar, posteriormente a aplicacdo dos géis para prevencdo/controle do
desgaste erosivo, a ciclagem de pH com substrato ja previamente desmineralizado
(adaptado de Kato et al. 2012; Boteon et al. 2017a).

Do total de espécimes com substrato normal, um quinto, ou seja, 7, foram
diretamente conduzidos a etapa seguinte do experimento, determinando-se, agora,
condicdo controle (C: controle/sem aplicacéo; N.C [n=7]) para a variavel aplicacdo de
géis para prevencao/controle do desgaste erosivo, com diferentes principios ativos.
Outro quinto, isto é, outros 7 dentes, tiveram a superficie dentinaria submetida a
aplicacdo de gel placebo/sem principio ativo (P; hidroxietilcelulose, propilenoglicol,
metilparabeno, imidazolidinilureia e agua deionizada; N.P [n=7]): com micropincel
(Brush Fine Aplicadores Descartaveis, KG Sorensen, Cotia/SP - Brasil), em fina
camada, e, ap0s acdo passiva por 5 min, remoc¢do com hastes flexiveis com pontas
de algodéao (Cotonete, Johnson & Johnson do Brasil IndUstria e Comércio de Produtos
para Saude Ltda., S&o José dos Campos/SP - Brasil) . Em seguida, descansaram em
umidade relativa e em temperatura ambiente por 2 h (Vertuan et al. 2018). Conforme
este protocolo, cada um dos quintos remanescentes foram submetidos a aplicacéo de
gel com digluconato de clorexidina a 0,12% (CHX; N.CHX [n=7]), com
epigalocatequina-3-galato a 400 um (EGCG; N.EGCG [n=7]) ou com proantocianidina
a 10% (PAC; N.PAC [n=7]) como respectivos principios ativos (Figura 4.3),
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Figura 4.3 - Aplicacdo de um dos géis, com diferentes principios ativos, para prevencao/controle do
desgaste erosivo (C: controle/sem aplicagcdo; P: placebo/sem principio ativo; CHX:
digluconato de clorexidina a 0,12%; EGCG: epigalocatequina-3-galato a 400 um; PAC:
proantocianidina a 10%)

Fonte: A autora

Os espécimes a serem submetidos a ciclagem de pH, para fatidico
estabelecimento do substrato erodido (E), foram tratados, quanto a aplicacao dos géis
para prevencgao/controle do desgaste erosivo, exatamente da forma como acima
descrito (E.C [n=7], E.P [n=7], E.CHX [n=7], E.EGCG [n=7] e E.PAC [n=7]), ap6s 12 h
da desmineralizacéo inicial, tempo em que permaneceram armazenados em saliva
artificial (CaClz 0,70 mM/L; MgCl2.6H20 0,20 mM/L; KH2PO4 4,00 mM/L; KCI 30,0
mM/L; NaNs 0,30 mM/L; Tampao HEPES J[acido] 20,0 mM/L), em temperatura
ambiente. Para realizacdo da ciclagem de pH, por 5 dias, os espécimes foram
desafiados pelo refrigerante a base de cola (Coca-Cola®; 6,30 ml por espécime; um
novo frasco aberto a cada desafio), trés vezes ao dia (8, 13 e 18h), por 5 minutos, em
temperatura ambiente (Figura 4.4). Antes e depois, foram devidamente lavados, por
20 s, com agua destilada. Nos intervalos entre os desafios, inclusive durante a noite,
foram armazenados em saliva artificial, substituida diariamente (Francisconi-dos-Rios
et al. 2015b; Vertuan et al. 2018).
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Figura 4.4 - Ciclagem de pH, para fatidico estabelecimento do substrato erodido (E): imersdo em
refrigerante a base de cola (Coca-Cola®; 6,30 ml por espécime; um novo frasco aberto a
cada desafio), trés vezes ao dia (8, 13 e 18h), por 5 minutos, durante 5 dias, e
armazenagem em saliva artificial, substituida diariamente, nos intervalos entre os desafios
e durante a noite

Fonte: A autora

4.5 PROCEDIMENTOS ADESIVOS/RESTAURADORES

Findas cada e todas as etapas do tratamento do substrato dentinario, conforme
grupos experimentais, as respectivas superficies de todos os espécimes foram, entéo,
condicionadas com &acido fosférico a 37% (Etching Dental Gel, Dentsply Industria e
Comeércio; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Figura 4.5A), por 15 segundos, lavadas pelo

dobro do tempo (Figura 4.5B), e secas com papel absorvente (Figura 4.5C).
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Figura 4.5 — A: Condicionamento da superficie de dentina de todos os espécimes com acido fosférico
a 37%, por 15 segundos; B: lavagem pelo dobro do tempo; C: secagem com papel
absorvente

Fonte: A autora

Em seguida, receberam aplicacdo do sistema adesivo condicione e lave
simplificado Adper™ Single Bond 2® (3M ESPE Division, St. Paul/MN - EUA),
conforme instrucdes do fabricante: de forma ativa (15 s), em duas camadas finas,
com um leve jato de ar para facilitagdo da evaporacéao do solvente (Figura 4.6A), e
fotoativacdo por 10 segundos (1000 mW/cm?; Radii-cal, SDI, Bayswater, Vitoria,
Australia) (Figura 4.6B).

Figura 4.6 - A: Aplicacdo de adesivo, de forma ativa (15 s), em duas camadas finas, com um leve jato
de ar para facilitacdo da evaporacdo do solvente; B: fotoativacdo por 10 segundos

Fonte: A autora
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Dois incrementos (~2 mm de espessura cada) da resina composta
nanoparticulada (Filtek™ Z350 XT®-cor A2; 3M ESPE Division, St. Paul/MN - EUA)
foram aposicionados sobre os espécimes (Figura 4.7A e 4.7B) e cada um deles foi
fotoativado por 20 segundos (Figura 4.7C).

Figura 4.7 — A: Aposicdo do primeiro incremento de resina composta sobre o substrato; B: mensuragéo
de espessura (~2 mm), com paquimetro, apés acomodacao; C: fotoativacdo por 20
segundos

Fonte: A autora

4.6 TESTES DE MICROTRACAO

O conjunto espécime dentario-resina composta foi levado a maquina de corte
para seccionamento, perpendicular a interface adesiva, tanto no sentido vestibulo-
lingual (Figura 4.8A e 4.8B), quanto no mésio-distal (Figura 4.8C), para obtencéo de
palitos (9 a 31 por dente, 19 em média) constituidos de resina composta e dentina

com area de seccéo transversal de aproximadamente 0,81 mm? (Figura 4.8D).
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Figura 4.8 - A e B: Seccionamento do conjunto espécime dentario-resina composta, perpendicular a
interface adesiva, no sentindo vestibulo-lingual; C: seccionamento no sentido mésio-distal;
D: obtencéo de palitos com area de secc¢éo transversal de aproximadamente 0,81 mm?

Fonte: A autora

Os palitos obtidos, para este estudo, de cada dente, foram individualmente
fixados com um adesivo a base de cianocrilato, pelas extremidades, simetricamente
em relacdo a interface adesiva, a um “Jig de Geraldeli” (Figura 4.9A), dispositivo
especifico para testes de microtracdo, e levados a uma maquina de testes universal
Instron 5942 (Instron Industrial Products, Grove City/PA - EUA) (Figura 4.9B). Foram,
entdo, testados sob forca de tracdo (célula de carga de 50 kgf) perpendicular a
interface adesiva, a uma velocidade de 0,5 mm/min, até sua falha (Figura 4.9C).

A tensdo necessaria para causar ruptura dos espécimes foi determinada pela
razdo entre a carga (Kgf) no momento da fratura e a area da secao transversal do
espécime em cm?. Os valores obtidos foram convertidos a MPa.
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Figura 4.9 — A: Fixacdo de um palito pelas extremidades, simetricamente em relacdo a interface
adesiva, a um “Jig de Geraldeli”; B: adaptacéo do dispositivo contento o palito em maquina
de testes universal Instron 5942; C: teste sob for¢a de tracéo (célula de carga de 50 kgf)
perpendicular a interface adesiva, a uma velocidade de 0,5 mm/min, até falha do palito

Fonte: A autora

Apos a fratura, os palitos foram removidos do dispositivo de ensaio utilizando-
se uma lamina de bisturi n°® 12. As superficies fraturadas de ambos os segmentos
foram analisadas com o auxilio de um microscopio digital (Dino-Lite Digital
Microscope®; AnMo Electronics Corp., New Taipei City/San-Chung District - Taiwan)
(Figura 4.10), com 50x de aumento, para determinagéo do padrdo de fratura (adesiva-

A, mista-M, coesiva em dentina-CD, coesiva em resina-CR) (Figura 4.11A a 4.11H).

Figura 4.10 - Microscépio digital utilizado para andlise das superficies fraturadas de ambos os
segmentos de cada palito testado

Fonte: A autora
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Figura 4.11 - Aspecto das superficies de cada um dos segmentos de cada palito testado, em fungéo
dos possiveis padrdes de fratura - A e B: falha adesiva; C e D: falha mista; E e F: falha
coesiva em dentina; G e H: falha coesiva em resina

Fonte: A autora
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4.7 AVALIACAO EM MCVL

Um dente extra para cada grupo foi tratado exatamente como 0s outros, mas o
corante fluorescente rodamina B foi previamente adicionado (0,16 mg/ml; D’Alpino et
al. 2006a, 2006b) ao sistema adesivo para permitir a avaliacdo qualitativa da interface
adesiva. Tais dentes foram seccionados apenas mesio-distalmente (Figura 4.12):
ambas as metades foram avaliadas por meio de MCVL (imagens com 40x de aumento;
Zeiss LSM 780-NLO; Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena - Germany).

Figura 4.12 - Representacdo do dente extra de cada grupo, tratado exatamente como 0s outros, mas
com o sistema adesivo previamente marcado pela adicdo do corante fluorescente
rodamina B (0,16 mg/ml) e seccionado apenas mesio-distalmente, para avaliacdo
gualitativa da interface adesiva por meio de MCVL

Fonte: A autora

4.8 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Quanto a variavel de resposta quantitativa, considerando-se cada dente como

unidade experimental, os testes de Analise de Variancia a 2 critérios e de Tukey foram
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aplicados, com nivel de significancia de 5%. O programa estatistico utilizado foi o
SigmaPlot 13 (Systat Software, Inc., San Jose/CA - EUA).

Quanto a variavel de resposta qualitativa, com base em observacao criteriosa das
imagens obtidas por meio de MCVL, descreveram-se comparativamente as possiveis

peculiaridades da camada hibrida e dos tags formados para cada grupo experimental.
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5 RESULTADOS

Analisando-se os dados obtidos p6de-se observar que, diferentemente do fator
aplicacdo de géis para prevencao/controle do desgaste erosivo (p=0,076), o fator
condicdo do substrato dentinario exerceu influéncia significante sobre os resultados
(p<0,001). Ademais, ndo houve interacdo entre eles (p=0,979).

Os valores médios de RU (MPazxdp) do conjunto sistema adesivo condicione e
lave simplificado-resina composta a dentina em funcéo da condi¢do do substrato (N:
normal; E: erodido) e da aplicacdo de géis para prevencao/controle do desgaste
erosivo (C: controle/sem aplicacao; P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato
de clorexidina a 0,12%; EGCG: epigalocatequina-3-galato a 400 pm; PAC:

proantocianidina a 10%), sdo descritos no Grafico 5.1.

Gréfico 5.1 - Valores médiostdesvio padréo de resisténcia de unido (MPa) do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina em funcdo da condicdo do
substrato (N: normal; E: erodido) e da aplicacdo de géis para prevencao/controle do
desgaste erosivo (C: controle/sem aplicagdo; P: placebo/sem principio ativo; CHX:
digluconato de clorexidina a 0,12%; EGCG: epigalocatequina-3-galato a 400 um; PAC:
proantocianidina a 10%)*
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*Diferentes letras mailsculas indicam diferenca estatisticamente significante (p<0,05) para o fator
substrato dentinario (N, E). Diferentes letras minusculas indicam diferenga estatisticamente significante
(p<0,05) para o fator aplicacdo de géis para prevengdo/controle do desgaste erosivo (C, P, CHX,
EGCG, PAC).
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Ha que se apontar, pois, que os valores de RU ao substrato erodido foram
sempre inferiores que aqueles ao substrato normal, independentemente da aplicacéo,
ou nao, de qualquer um dos géis para prevencgao/controle do desgaste erosivo.

Quanto a determinacdo do padrdo de fratura dos palitos testados, pbde-se
observar que as falhas adesivas e mistas foram predominantes em relacdo as
coesivas, independentemente se em dentina ou em resina. Menores porcentagens de
falhas coesivas ainda puderam ser verificadas para o substrato erodido, com relag&o

ao normal (Gréfico 5.2).

Gréfico 5.2 - Percentual (%) de falhas do tipo adesiva (A), mista (M), coesiva em dentina (CD) ou
coesiva em resina (CR) em fun¢do em fun¢do da condi¢cdo do substrato (N: normal; E:
erodido) e da aplicacdo de géis para prevencao/controle do desgaste erosivo (C:
controle/sem aplicacao; P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a
0,12%; EGCG: epigalocatequina 3-galato a 400 um; PAC: proantocianidina a 10%)

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%

Porcentagem dos tipos de falha

10%

0%
e P CHX EGCG PAC,, C P CHX EGCG PAC

m Adesiva INI\/Iista m Coesiva em dentina  ® Coesiva gm resina
Qualitativamente, analisando-se as interfaces adesivas das superficies
seccionadas das metades vestibular e lingual do espécime, de cada grupo, hibridizado
pelo sistema adesivo marcado com rodamina B, nota-se, para o substrato erodido,
comparado ao normal, independetemente do tratamento com os géis para controle do
desgaste, camada escura subjacente a de adesivo propriamente, entre 0s tags
resinosos, representacdo da menor concentracdo de material marcado por rodamina

B. Ademais, para o primeiro, comparado ao segundo, também a revelia do tratamento
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para controle do desgaste, notam-se tags resinosos com maior comprimento e em

maior quantidade (Figuras 5.1A a 5.1J).

Figura 5.1 - Imagens de MCVL das interfaces adesivas em funcéo da condi¢do do substrato (N: normal,
coluna a esquerda; E: erodido, coluna a direita) e da aplicacdo de géis para
prevencéo/controle do desgaste erosivo (C: controle/sem aplicacdo; P: placebo/sem
principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%; EGCG: epigalocatequina 3-
galato a 400 uym; PAC: proantocianidina a 10%, em cada linha) - A: N.C; B: E.C; C: N.P;
D: E.P; E: N.CHX; F: E.CHX; G: N.EGCG; H: E.EGCG; I: N.PAC; J: E.PAC

Fonte: A autora
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6 DISCUSSAO

A atividade proteolitica, de maneira geral e, sobretudo, na dentina, passou a
despertar o grande interesse da Odontologia, especialmente quando da identificac&o
de sua participacdo na evolucdo de processos patologicos (Kleter et al., 1994;
Tjaderhane et al.,, 1998; Buzalaf et al., 2012), em particular de lesGes de carie
(Tjaderhane et al., 1998) e, por analogia, do desgaste erosivo (Kato et al., 2009a;
Buzalaf et al., 2010, 2012).

Na progressdo de lesdes cariogénicas, as bactérias sdo responsaveis pela
producao de acidos que desmineralizam a parcela inorganica do tecido dentinario, até
gue haja a exposicdo da matriz organica (Featherstone, 2008). A partir de entdo, as
proteases do préprio hospedeiro é que propiciam a degradacdo do colageno
(Tjaderhane et al., 1998; Sulkala et al., 2001; Hannas et al., 2007), e o consequente
avanco da cavitacdo, ndo diretamente relacionados aos microrganismos, como
outrora se pensava (Katz et al., 1987; Tjaderhane et al., 1998; Chaussain-Miller et al.,
2006).

Por principio, entdo, haveriam de determinar papel crucial na progressédo do
desgaste erosivo em dentina, ja que forcas mecanicas, como as da escovacao, até o
valor de 4 N, ndo sdo capazes de remover, mas sim de compactar, a trama de
colageno exposta pelo desafio acido (Ganss et al., 2007, 2009; Kato et al., 2009a;
Hannas et al., 2016). Em conservando-se tal trama, controla-se a progressdo do
desgaste erosivo (Klont; ten Cate, 1991b; Kleter et al., 1994; Ganss et al., 2004; Hara
et al., 2005; Honorio et al., 2008a, 2008b, Kato et al., 2009a, 2010a), ja que a difusédo
ibnica atraveés dela é dificultada (Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005). Dai a inferéncia
da acdo das MMPs e, quic4, das CCs, no contexto, ja que a degradacado da matriz
organica é que permite a evolucéo da perda tecidual (Buzalaf et al., 2015).

Nos casos, entdo, néo raros, em que progride o desgaste erosivo, a ponto de
tornar-se uma restauragcdo, com resina composta, indicada para recuperacdo dos
comprometimentos da fungédo e da estética dos elementos dentarios, ou mesmo,
naqueles mais incipientes, para a lida com a dentina hipersensivel (Davis; Winter,
1977; Hemmings et al., 2000; Litonjua et al., 2003; Lussi et al., 2004a; Bartlett;
Sundaram, 2006; Reis et al., 2009; Dietschi; Argente, 2011), novamente ha que se

atribuir atencdo a acdo das enzimas proteoliticas da dentina, comprovadamente
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relacionadas a degradacao de interfaces adesivas, em funcdo da destruicdo das
fibrilas colagenas expostas pelo condicionamento acido e ndo completamente
infiltradas por mondémeros resinosos (Pashley et al., 2004, 2011; Hebling et al., 2005;
Carrilho et al., 2007a, 2007b; Loguercio et al., 2009; Breschi et al., 2010)

Em ambos os contextos, porém, por fortuito, mostrou-se a aplicacdo de
inibidores de proteases, tais quais a CHX e a EGCG, e de inibidores com potencial de
também induzir o estabelecimento de ligagBes cruzadas entre as fibrilas de colageno,
como a PAC, capazes de conter, ou minimizar, a degradacdo da matriz colagena
desmineralizada (Demeule et al., 2000; Garbisa et al., 2001; Sartor et al., 2002;
Chaussain-Miller et al., 2006; Kato et al., 2009a, 2010a; Rios et al., 2009; Zimmerli et
al., 2012; Wang et al., 2014a). Numa associagcdo das circunstancias, por sua vez,
como outrora enfatizado, a aplicacdo de solu¢do de CHX, como primer antiproteolitico,
depois do condicionamento com acido fésforico e previamente a aplicacdo de um
sistema adesivo do tipo condicione e lave de 2 passos, ndo foi capaz de tornar os
valores de RU a dentina erodida analogos aqueles verificados para a dentina normal,
seja imediatamente, seja apos envelhecimento (6 ou 12 meses), mesmo que, a 2%,
0S conservasse estaveis por até 6, mas nao 12, meses (Francisconi-dos-Rios et al.
2015a, 2015b). Pior ainda, prejudicou, imediatamente, a adesdo tanto a dentina
normal (Giacomini et al., 2017; Farias-Neto et al., 2018) quanto a erodida (Giacomini
et al., 2017), e ndo a conservou estavel, com o passar do tempo, no primeiro caso
(Giacomini et al., 2017). Outra vez, por fim, tal uso, agora seguido de lavagem,
estabeleceu valores de RU a dentina erodida equivalentes aqueles quando do néo
uso e inferiores aqueles a dentina normal (Deari et al., 2017).

Ora, em se considerando tais resultados, mas n&o se subestimando o potencial
da CHX, quando aplicada como agente para prevencéo/controle do desgaste erosivo,
alvitrou-se interessante avaliar a influéncia de sua aplicacdo, e pioneiramente da
EGCG e da PAC, com tal objetivo, nos valores de RU do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida, supondo-se que
elas pudessem determinar, simultaneamente a minorada perda de estrutura dentaria,
substrato com zona superficial desmineralizada de espessura diferenciada (Deari et

al., 2017), porventura menos desfavoravel a interacdo com materiais resinosos.
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N&o fora, porém, em nenhum dos casos, este o resultado obtido. Tanto quando da
aplicacdo da CHX, da EGCG e da PAC, veiculadas por um gel, quanto quando do gel
placebo e da néo aplicacdo, os valores de RU a dentina erodida foram inferiores
aqueles a dentina normal. Além disso, como, no que concerne a andlise do padrédo de
fratura dos palitos testados, as falhas adesivas e/ou mistas foram majoritariamente
observadas, admite-se, ora, que os valores de RU obtidos, passiveis de interpretacao
segura, refletem a real qualidade da unido resina composta-substrato dentinario (Sano
et al., 1994; Pashley et al., 1995, 1999).

Farias-Neto et al. (2018) observaram, de maneira semelhante, valores de RU
a dentina tratada com solucédo de CHX a 2% (nado gel a 0,12%), para prevencao, talvez
nao propriamente controle, do desgaste erosivo, equivalentes aqueles a dentina téo-
s6 erodida. Teoricamente, porém, na forma de gel, veiculo agora adotado para carrear
nao s6 a CHX, mas também a EGCG e a PAC, tais principios teriam melhor eficacia.
Multiplos bochechos com solucBes contendo inibidores de proteases sédo tdo ou
menos efetivos no controle da progressédo do desgaste erosivo que Unica aplicacao
de gel dos mesmos (Magalhaes et al., 2009b; Kato et al., 2010a; Hannas et al., 2016).

Parece natural se supor, contudo, primordialmente, que ndo tenham sido
qualquer dos principios ativos, no presente estudo, capazes de minimizar ou impedir
a progressdo do desgaste erosivo. A consequente condicdo dos substratos é que
legitimariam, por conseguinte, os resultados. Ao contrario, ha que se reconhecer que
Magalh&es et al. (2009b) conseguiram reduzir o desgaste erosivo, e mesmo 0 erosivo-
abrasivo, da dentina ao utilizarem uma solucdo comercialmente disponivel de
digluconato de clorexidina a 0,12% (Periogard; Colgate, Brasil); ja Kato et al. (2010a),
conté-lo com um gel a base de clorexidina, a 0,012%. Comparativamente, reduziram-
no, por meio da aplicacdo de EGCG, em solucéo a 0,0014%, e em gel a 400uM (Kato
et al., 2009a, 2010a, 2012; De-Moraes et al., 2016). Ambas, CHX e EGCG,
mostraram-se, ademais, in vivo, capazes de promover alteracdo do perfil proteico da
pelicula adquirida, aumentando a concentracdo de proteinas ricas em prolina,
proteinas ligantes de calcio e estaterina em sua composicao, e, entao, dificultando a
progressado do desgaste erosivo (de Souza-e-Silva et al., 2017). Destaque-se, no
entanto, a superioridade da EGCG, em relacdo a CHX, no que se refere a rugosidade
superficial do substrato dentinario erodido (De Moraes et al., 2016). Quanto a PAC,

nao so inibe proteases presentes na matriz dentinaria, como melhora as propriedades
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mecanicas e da estabilidade a matriz colagena pela formacdo de um complexo
colageno-PAC (Vertuan et al. 2018). Reduz, pois, no geral de maneira equipotente a
CHX, mas desatrelada de certas limitagOes desta (toxicidade, por se dizer; Costa et
al., 2001; Labbate et al., 2003; Lessa et al., 2010a) por ser um agente natural (Boteon
et al., 2017a), os efeitos deletérios da erosédo da dentina (Boteon et al., 2017a, 2017b;
Vertuan et al., 2018).

Ora devem ter permitido, sim, os géis de CHX, EGCG e PAC, no presente
estudo, a preservacdo da matriz coldgena da dentina submetida a desafio erosivo,
ainda que, por presumivel, ndo de formas distintas entre si. Nao deve ter havido perda
tecidual, por assim dizer, embora isto ndo tenha sido avaliado: a desmineralizacéo do
substrato, mesmo que superficial, € que deve ter sido suficiente para prejudicar sua
interacdo com o conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina
composta. Subvencionam esta elucubracéo as diferencas encontradas nas imagens
de MCVL entre o substrato normal e o erodido, independentemente do tratamento
recebido quanto ao controle do desgaste. Tags resinosos em maior numero e
comprimento, para o segundo caso, em que se submeteu os espécimes a desafio
erosivo inicial, podem ser considerados reflexo da desmineralizacdo, prévia a
propiciada pela ciclagem de pH e pelo préprio condicionamento com &cido fosférico,
gue tipica e fundamentalmente resulta em exposicdo e ampliacdo da embocadura dos
tubulos dentinarios (Meurman et al., 1991). Sobeja, entdo, menor area para
entrelacamento das fibrilas colagenas com o sistema adesivo, ou seja, para formacéo
da camada hibrida, factual responsavel pela adesdo ao substrato dentinario
(Yoshiyama et al., 1995). Ademais, uma identificavel camada escura subjacente a de
adesivo propriamente, entre 0s tags resinosos, representacdo da menor concentragao
de material marcado por rodamina B, para o substrato erodido, pode ser inferéncia de
gue toda a espessura da trama de coldgeno da dentina desmineralizada ndo fora
devidamente impregnada pelo sistema adesivo, ou que néo tenha se processado, pela
intensa umidade, adequada conversdo dos mondmeros em polimeros, quadros
relacionados a comprovada menor predisposicdo desse substrato a adesdo de
materiais resinosos (Cruz et al., 2012; Zimmerli et al., 2012).

Assim, se de fato as estratégias estudadas para controle do desgaste erosivo
foram capazes de minimizar a perda tecidual, alternativas menos conservadoras para
favorecer os valores de RU a dentina erodida seriam empregadas em regido mais

superficial, poupando-se, em Ultima instancia, estrutura dentaria remanescente e
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empreendendo-se o exercicio da odontologia minimamente invasiva. Dentre elas,
mostra-se a mais efetiva a asperizacao da superficie com ponta diamantada, que, por
remover a camada desmineralizada mais externa, iguala os valores de RU a dentina
erodida aqueles a normal (Zimmerli et al., 2012). Talvez seja essa a técnica mais
empregada pelos cirurgides-dentistas, por ser barata e de rapida execucéo (Hannig et
al., 2006; Kiomarsi et al., 2017). Contudo, ndo permite controle da quantidade de
estrutura dentaria desgastada (Garone-Filho, Silva, 2008), no geral superior a
correspondente a camada desmineralizada, que parece ter em média apenas 3 a 7
Mm (Zimmerli et al., 2012).

Outra possibilidade seria a irradiacdo com laser (de alta poténcia) de érbio,
cromo: itrio-escandio-gélio-granada (Er,Cr:YSGG; Ramos et al., 2015), inclusive com
largura de pulso super curta (Cersosimo et al., 2016). Ela, no entanto, pode s6 ser
efetiva quando da aplicacdo de adesivo autocondicionante (Ramos et al., 2015) ou
nao tornar os valores de RU a dentina erodida similares aos observados aqueles a
normal (Cersosimo et al., 2016). Quanto a desproteinizacdo com hipoclorito de sédio
(NaOCI; Yamauti et al., 2003), parece mais efetiva quando adesivos universais sao
utilizados (Augusto et al., 2018; Siqueira et al., 2018): além de eliminar a porcao
organica, faz aumentar a relacao Ca/P na superficie da dentina (Baumgartner; Mader,
1987; Baumgartner; Cuenin, 1992) favorecendo sua intercdo com mondmeros
funcionais caracteristicamente encontrados nessa classe de adesivo (Siqueira et al.,
2018).

Sob outra perspectiva, ha de se ressaltar a importancia de qualquer um dos
geis avaliados, inclusive o placebo, ndo terem desfavorecido os valores de RU do
conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina,
normal ou erodida. Em separado para esta Ultima condi¢do, reconheca-se que a
retencdo do material as lesdes, no geral rasas e planas (Ganss et al., 2014),
fundamenta-se no sucesso das estratégias adesivas ai empregadas (Zimmerli et al.,
2012; Ramos et al., 2015; Augusto et al., 2018), que ndo devem, pois, ser ainda mais
comprometidas. Podem continuar, assim, tais geis, a serem estudados como
estratégias promissoras no controle da progressao do desgaste erosivo (Magalhaes
et al. 2009b; Kato et al. 2010a; Boteon et al. 2017a; Vertuan et al. 2018), sem que

ensejem preocupacao diferente, no tocante ao estabelecimento de uma interface
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adesiva, em qualquer dos substratos, caso uma restauragcdo com resina composta
venha a ser subsequente tratamento.

Por fim, o ndo prejuizo aos valores imediatos de RU, tanto a dentina normal,
quanto a erodida, diante do uso da CHX, da EGCG, e da PAC, e mesmo do placebo,
é fundamental para subsidiar o estudo de seu papel nesse ambito com o passar do
tempo (Anexo B).

Tém-se observado que o envelhecimento, por meio do armazenamento de
espécimes por periodos prolongados (até 12 ou mesmo 18 ou 24 meses), em agua
destilada/deionizada ou saliva artificial, reduz significativamente os valores de
resisténcia de unido de resinas compostas ndo apenas a dentina normal (Hashimoto
et al., 2003, 2010; Tjaderhane et al., 2013a; Ekambaram et al., 2014), mas também, e
de forma mais acentuada (Zimmerli et al., 2012), a dentina erodida, ja inicialmente
desfavoravel ao estabelecimento de procedimentos adesivos (Zimmerli et al., 2012;
Farias-Neto et al., 2018). Comprova-se a destacavel capacidade a degradacdo da
interface adesiva estabelecida em dentina erodida pela maior quantidade de falhas
adesivas observadas em testes de microtracéo e pela infiltracdo de prata detectada
em imagens de microscopia eletrbnica de transmisséao (Zimmerli et al., 2012).

Que os resultados do presente estudo sejam, entdo, relevante contribuicdo a
incessante e fundamental busca por estratégias que favorecam o estabelecimento de
interfaces adesivas, ja imediatamente, a substratos desfavoraveis a interacdo com
materiais resinosos, via de regra encontrados em clinica (Giacomini et al., 2017).
Sejam, ainda, propulsores da investigacdo da potencialidade de tais estratégias em
determinar uma interacdo entre materiais resinosos e substrato dentinario menos
suscetivel a degradacao, ja que se assente que os valores imediatos de RU a dentina
nem sempre se correlacionam com a estabilidade dessa uni&o em longo prazo (Munck
et al., 2005; Breschi et al., 2008; De Munck et al., 2015).
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que os inibidores de proteases (CHX e EGCG) e o0 agente também
promotor do estabelecimento de ligacfes cruzadas entre fibrilas de colageno (PAC),
usados como estratégias para prevencgao/controle do desgaste, ndo foram capazes
de favorecer, tampouco de prejudicar, os valores de resisténcia de uniao (RU) do
conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina
erodida, ou mesmo a normal, caso em que foram sempre superiores que aqueles a
contraparte.

Rejeita-se, pois, a hipotese alternativa proposta, ja que tais agentes, de formas
equivalentes entre si e ao placebo e a ndo aplicacdo, ndo foram capazes de
determinar, por meio da preservacao/controle do desgaste erosivo, um substrato tdo

favoravel a adesdo com os materiais resinosos quanto o normal.
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo aprovando a conducdo do
presente estudo

USP - FACULDADE DE

: @-‘ ODONTOLOGIA DA W“‘“

UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Controle do desgaste com inibidores de proteases e agente de estabelecimento de
ligagdes cruzadas entre fibrilas de colageno na resisténcia de uniao do conjunto
adesivo-resina composta a dentina erodida

Pesquisador: Luciana Favaro Francisconi dos Rios

Area Tematica:

Versédo: 1

CAAE: 90202918.6.0000.0075

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 2.701.801

Apresentacao do Projeto:

Busca-se minimizar ou prevenir a degradacao das fibrilas colagenas, tanto no controle da

progressdao do desgaste erosivo em dentina, quanto na preservacdo das interfaces adesivas ai
estabelecidas, por meio do uso de agentes antiproteoliticos (clorexidina/CHX e epigalocatequina 3-
galato/EGCG) ou, ao mesmo tempo, promotores de ligacdes cruzadas entre elas
(proantocianidina/PAC). O papel de algumas dessas estratégias no estabelecimento, e conservacgao, de
interfaces adesivas em dentina erodida, substrato adverso a interagcdo com materiais adesivos, tem sido,
porém, pouquissimas vezes reportado. Este estudo in vitro propde-se a avaliar, pois, o efeito de tais
agentes, usados como estratégias para prevencao/controle do desgaste, na resisténcia de uniao (RU) do
conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida, comparada a
normal. A dentina superficial oclusal de terceiros molares sera apenas submetida a acdo de uma lixa de SiC
(#600; 1 min; N: substrato normal) ou sequencialmente a desafio erosivo inicial (Coca-Cola ® ; 5 min).
Recebera, entdao, ou nao (C: controle/sem aplicagao), a aplicagcao de um dos géis com os seguintes
principios ativos - P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%; EGCG:
epigalocatequina 3-galato a 400 pm; PAC: proantocianidina a 10%. Aquela de inicio desmineralizada ainda
sera submetida a ciclagem de pH (Coca-Cola ® ; imersdes de 5 min, 3x/dia, 5 dias; E: substrato erodido).

Apés condicionamento (H 3 PO 4 a 37%; 15 s; lavagem 30 s; secagem com papel
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absorvente), o adesivo Adper TM Single Bond 2® sera aplicado em todos os espécimes e a porcao
coronaria, reconsfruida com a resina Filtek TM Z350 ® . Transcorridas 24h (agua destilada/37C), os
especimes serao

seccionados em palitos e testados (TBS; 0,5 mm/min). Os valores de RU obtidos serdo organizados
considerando-se cada dente como unidade experimental e os testes de Analise de Variancia a 2 critérios e
de Tukey, se necessario, aplicados (=0,05). Um dente extra para cada grupo sera tratado exatamente como
os outros, mas o corante fluorescente rodamina B sera previamente adicionado (0,16 mg/mL) ao sistema
adesivo para permitir a avaliagdo qualitativa da interface adesiva por meio de Microscopia Confocal
de Varredura a Laser.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo in vitro € avaliar, de imediato, o efeito de inibidores de proteases e de um agente
também promotor do estabelecimento de ligagdes cruzadas entre fibrilas de colageno, usados como
estratégias para prevencao/controle do desgaste, na resisténcia de unido (RU) do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida, comparada a normal.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos relacionados ao estudo, que sera realizado, em laboratério, utilizando-se terceiros molares
humanos higidos extraidos, doados pelo Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia-USP,
de acordo com a resolucdo n° 466 do Conselho Nacional de Saude (Ministério da Saude, DF), com as
normas de biosseguranca e guardando-se o sigilo ético, sdo praticamente equivalentes a zero.

O presente trabalho nao trara qualquer beneficio direto para o "sujeito da pesquisa”, que participara da
mesma, indiretamente, apenas por meio da doac¢ao de dentes extraidos. No entanto, sua realizagao visa
avaliar estratégias que potencialmente possam favorecer a unido de materiais resinosos a dentina erodida,
um dos substratos sabidamente desfavoraveis a tal interagao, nos quais, porém, rotineiramente em clinica,

estabelecem -se as interfaces adesivas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata- se de um estudo em vitro em se analisa métodos alternativos para aumentar a resisténcia a unido da
resina ao dente, pode trazer uma evolucdo a material restaurador proporcionando melhores resultados

clinicos.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Foram apresentados:
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Folha de rosto; Projeto detalhado, autorizacdo do Laboratoério de dentistica, Carta do CEFAP, carta do

Biobanco.

Recomendacgoes:

Tendo em vista a legislagéo vigente, devem ser encaminhados ac CEP-FOUSP relatérios parciais anuais

referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final, utilizando-se da op¢ao "Enviar Notificacao" (descrita

no Manual "Submeter Notificacao", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site

www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteragao no projeto original deve ser apresentada "emenda" a este CEP, de forma objetiva e com

justificativas para nova

apreciacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

N&o ha pendéncias.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1123124 .pdf 12:09:19
Projeto Detalhado / |PROJETO_DETALHADO_CEP .pdf 23/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
Brochura 12:08:52 |Francisconi dos Rios
Investigador
Outros Autorizacao_Anuencia_Uso_Confocal_C| 23/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
EFAP pdf 12:05:14 |Francisconi dos Rios

Outros Carta_AutorizacaoUso_LabDentistica_K| 23/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
arin.pdf 12:01:22 |Francisconi dos Rios

Outros Duvidas_Termos_Condicoes_uso_Valor| 23/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
es_CONFOCAL_CEFAP .pdf 12:00:35 |Francisconi dos Rios

Outros Biobanco_Assinada.pdf 03/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
10:12:56 | Francisconi dos Rios

Folha de Rosto folhaDeRosto_Assinada.pdf 03/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
10:09:56 | Francisconi dos Rios

Situagdo do Parecer:
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Aprovado

Necessita Aprecia¢cdo da CONEP:
Nao

SAQ PAULO, 08 de Junho de 2018

Assinado por:

Maria Gabriela Haye Biazevic
(Coordenador)
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ANEXO B — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo aprovando os resultados
obtidos pelo desenrolar do projeto originalmente proposto, bem como anuindo
continuidade do trabalho e adaptagBes necessarias a publicagdo de todos e cada um
deles.

USP - FACULDADE DE
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UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Controle do desgaste com inibidores de proteases e agente de estabelecimento de
ligacdes cruzadas entre fibrilas de colageno na resisténcia de uniao do conjunto
adesivo-resina composta a dentina erodida

Pesquisador: Luciana Favaro Francisconi dos Rios

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 90202918.6.0000.0075

Instituicao Proponente: Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.011.535

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um estudo in vitro onde sera avaliado a resisténcia de unidao do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina, considerando-se como fatores experimentais a
condicdo desse substrato, em dois niveis (N: normal; E: erodido), a aplicagdo de géis para
prevencao/controle do desgaste erosivo, com diferentes principios ativos, em cinco niveis (C: controle/sem
aplicacao; P: placebo/sem principio ativo;CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%; EGCG: epigalocatequina
3-galato a 400 pm; PAC: proantocianidina a 10%) e o envelhecimento dos espécimes/tempo, em trés niveis
(imediato, 6 meses e 12 meses). Ademais, considerando-se os mesmos fatores, nos mesmos niveis, avaliar-
se-a qualitativamente a interface adesiva por meio de microscopia confocal de varredura a laser (MCVL).As
variaveis quantitativa e qualitativa de resposta serao, respectivamente, os valores de resisténcia de unido a
microtracado (WTBS), em MPa,

considerando-se cada dente como unidade experimental, e a descricdo de imagens obtidas por meio de
MCVL. O padrao de fratura dos palitos sera determinado com o auxilio de um microscépio digital (50x de

aumento).

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo deste estudo in vitro € avaliar, de imediato e ao longo do tempo, o efeito de inibidores de

proteases e de um agente também promotor do estabelecimento de ligacdes cruzadas entre
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fibrilas de colageno, usados como estratégias para prevencao/controle do desgaste, na resisténcia de unidao
(RU) do conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida,

comparada a normal.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos relacionados ao estudo, que sera realizado, em laboratorio, utilizando-se terceiros molares
humanos higidos extraidos, doados pelo Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia-USP,
de acordo com a resolucdo n° 466 do Conselho Nacional de Saude (Ministério da Saude, DF), com as
normas de biosseguranca e guardando-se o sigilo ético, sao praticamente equivalentes a zero.

O presente trabalho nao trara qualquer beneficio direto para o "sujeito da pesquisa”, que participara da
mesma, indiretamente, apenas por meio da doa¢do de dentes extraidos. No entanto, sua realizagao visa
avaliar estratégias que potencialmente possam favorecer a unido, e sua durabilidade, de materiais resinosos
a dentina erodida, um dos substratos sabidamente desfavoraveis a tal interacdo, nos quais, porém,
rotineiramente em clinica,

estabelecem-se as interfaces adesivas.

Comentarios e Considerac¢des sobre a Pesquisa:

Este estudo in vitro é relevante cientificamente, pois propde a utilizagdo de novos agentes que proporcionam
o efeito inibidor de proteases e de um agente promotor do estabelecimento de ligagdes cruzadas entre
fibrilas de colageno, usados como estratégias para prevencao/controle do desgaste, na resisténcia de unidao
do conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida, comparada a
normal.

Consideracgdes sobre os Termos de apresentacgio obrigatéria:

Foram apresentados: Projeto detalhado e relatério do andamento da pesquisa.

Recomendacoes:

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatorio final, utilizando-se da opc¢ao "Enviar Notificagdo" (descrita
no Manual "Submeter Notificacdo", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site

www.saude.gov.br/plataformabrasil).
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Qualquer alteragao no projeto original deve ser apresentada "emenda” a este CEP, de forma objetiva e com
justificativas para nova apreciagao.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o ha pendéncias na emenda.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Justificativa da emenda: No trabalho original, todos os palitos obtidos para

cada grupo experimental seriam testados imediatamente (l), tdo logo seccionados os espécimes que a eles
dariam origem. Optou-se, no entanto, por se testar imediatamente apenas um terco do total dos palitos
obtidos para cada dente e armazenar os demais em saliva artificial, a 370C, para que sejam testados depois
de transcorridos 6 (segundo terco) ou 12 meses (terceiro terco) de envelhecimento, periodos
correspondentes a 02/01/2019-14/04/2019 e a 02/07/2018-14/10/2018, respectivamente.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_124225] 19/10/2018 Aceito
do Projeto 0 _E1.pdf 11:17:51
Outros Relatorio_Resultimediatos.pdf 19/10/2018 |Luciana Favaro Aceito

11:16:42 |Francisconi dos Rios

Projeto Detalhado / |PROJETO_DETALHADO_EMENDA . pdf|] 19/10/2018 |Luciana Favaro Aceito

Brochura 11:14:50 |Francisconi dos Rios

Investigador

Outros Autorizacao_Anuencia_Uso_Confocal_C|] 23/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
EFAP pdf 12:05:14 | Francisconi dos Rios

Outros Carta_AutorizacaoUso_LabDentistica_K| 23/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
arin.pdf 12:01:22 |Francisconi dos Rios

Outros Duvidas_Termos_Condicoes_uso_Valor| 23/05/2018 [Luciana Favaro Aceito
es_CONFOCAL_CEFAP.pdf 12:00:35 |Francisconi dos Rios

Outros Biobanco_Assinada.pdf 03/05/2018 |Luciana Favaro Aceito

10:12:56 |Francisconi dos Rios

Folha de Rosto folhaDeRosto_Assinada.pdf 03/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
10:09:56 |Francisconi dos Rios
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