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RESUMO

Liberatti GA. Resisténcia de unido a dentina erodida e erodido-abrasionada em
funcao da aplicacdo de clorexidina para controle do desgaste [dissertacédo]. Sao
Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versao
Corrigida.

O estabelecimento de interfaces adesivas no substrato dentinario artificialmente
erodido, conceitualmente pobre em minerais, revestido por matriz organica exposta, é
pouco promissor. Por ora, tornam-no similar aquele verificado para a dentina
normal/higida apenas a asperizacdo ou, quando do uso de adesivos universais, a
desproteinizacdo com hipoclorito de sodio. Manter a camada de fibrilas colagenas, por
meio do uso de inibidores de proteinases, talvez mesmo que compactada por abraséo,
pode, porém, ser conveniente, ja que desempenha importante papel nos processos
de des e remineralizacdo, inclusive contendo a progressdo do desgaste erosivo e
erosivo-abrasivo, e no estabelecimento de uma camada hibrida propriamente dita.
Avaliou-se, pois, de imediato, a resisténcia de unido do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina, considerando-se como
fatores experimentais a condi¢cdo desse substrato, em trés niveis (N: normal; E:
erodido; EA: erodido-abrasionado), e a aplicacdo de um gel para prevencao/controle
do desgaste erosivo em trés niveis (C: controle/sem aplicacdo; P: placebo/sem
principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%). Para determinacdo do
substrato normal, a dentina superficial oclusal de terceiros molares foi apenas
submetida a acdo de uma lixa de SiC (#600; 1 min; N); para a do erodido e do erodido-
abrasionado, sequencialmente, de pronto, a desafio erosivo inicial (Coca-Cola®; 5
min). Aplicou-se sobre ela, entdo, ou ndo (controle/sem aplicacdo), um dos géis:
placebo/sem principio ativo; ou a base de CHX a 0,12%. Aquela de inicio
desmineralizada ainda foi submetida a ciclagem de pH (Coca-Cola®; imersdes de 5
min, 3x/dia, 5 dias), determinando-se, fatidicamente, o substrato erodido (E), ou a
ciclagem de pH associada a escovacao (escova elétrica/dentifricio com fldor diluido
em agua, 2,5 N, 30 s, 2x/dia, apos 1° e ultimo desafios acidos), determinando-se o
substrato erodido-abrasionado (EA). ApGs condicionamento (H3POs a 37%; 15 s;
lavagem 30 s; secagem com papel absorvente), o adesivo Adper™ Single Bond 2® foi

aplicado em todos 0s espécimes e a porcdo coronaria, reconstruida com a resina



Filtek™ Z350®. Transcorridas 24 h (4gua destilada / 37°C), os espécimes foram
seccionados em palitos e testados (uTBS; 0,5 mm/min). Os valores de RU obtidos
foram organizados considerando-se cada dente como unidade experimental e os
testes de Andlise 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. Diferentemente da variavel aplicacdo de géis para
prevencao/controle do desgaste erosivo (p=0,359), a variavel condicdo do substrato
dentinario exerceu influéncia significante sobre os resultados (p<0,001). Ademais, ndo
houve interacdo entre elas (p=0,856). Os valores imediatos de RU ao substrato
erodido e ao erodido-abrasionado, equivalentes entre si, foram sempre inferiores
aqueles ao substrato normal, independentemente da aplicacédo, ou ndo, do gel de
CHX, ou placebo, para prevencao/controle do desgaste erosivo. No tocante ao padrao
de fratura dos palitos testados, as falhas adesivas e mistas foram predominantes em
relacdo as coesivas, independentemente se em dentina ou em resina. Quanto a
analise qualitativa, nota-se que tags resinosos se manifestam em maior nimero e
comprimento nos substratos submetidos a desafio erosivo inicial, ou seja, o erodido e
o erodido-abrasionado, independentemente da aplicacdo de qualquer estratégia para
controle da progressao do desgaste. Dentre eles, para o substrato erodido, ha uma
identificavel camada escura subjacente a de adesivo propriamente dito, entre os tags
resinosos, representacéo da menor concentracdo de material marcado por rodamina
B. Para o substrato erodido-abrasionado, verifica-se camada hibrida devidamente
expressa por anuviado vermelho subjacente a camada de adesivo, mais e menos
espessa, respectivamente, que a estabelecida no substrato normal e erodido.
Destarte, conclui-se que o gel de CHX nao foi capaz de determinar, por meio da
preservacao/controle do desgaste erosivo, ou erosivo-abrasivo, substrato tao
favoravel a adesdo com 0s materiais resinosos quanto o normal, mesmo que nao o

tenha desajudado ainda mais.

Palavras-chave: Dentina. Desgaste Dentario. Erosdo Dentaria. Abrasdo Dentéria.
Inibidores de Proteases. Digluconato de Clorexidina. Adesivos Dentinarios.

Resisténcia de Unido.



ABSTRACT

Liberatti GA. Bond strength to eroded and eroded-abraded dentin depending on the
application of chlorhexidine for the control of tooth wear [dissertation]. Sdo Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versao Corrigida.

The establishment of adhesive interfaces on artificially eroded dentin substrate,
conceptually poor in minerals, coated with an exposed organic matrix, is little
promising. For the time being, only diamond bur surface roughening and
deproteinization with sodium hypochlorite, when universal adhesives are used, make
it similar to the obtained for normal/sound dentin. Maintaining the layer of collagen
fibrils, using protease inhibitors, perhaps even when compressed by abrasion, may,
however, be convenient, since it plays an important role in the demineralization and
remineralization processes, including the erosive and erosive-abrasive wear
progression, and in establishing a hybrid layer itself. The aim of this study was to
evaluate, immediately, bond strength (BS) of an etch-and-rinse adhesive system plus
a composite to dentin, considering the condition of its substrate in three levels (N:
normal; E: eroded; EA: eroded-abraded), and the application of a gel for the
prevention/control of the erosive wear in three levels (C: control / without application,
P: placebo / without an active principle, and CHX: 0.12% chlorhexidine digluconate).
To determine the normal substrate, occlusal dentin from third molars was subjected
solely to the action of a SIC sandpaper (# 600; 1 min; N); to determine the eroded and
eroded-abraded, it was sequentially, and readily, subjected to an initial erosive
challenge (Coca-Cola®, 5 min). One of the gels were applied, or not (control / without
application), on it: placebo / without active principle; or containing 0.12% CHX. The
initial demineralized one was still submitted to a pH cycling (Coca-Cola®, immersions
of 5 min, 3x /day, 5 days), determining the eroded substrate (E), or to the pH cycling
associated to brushing (electric toothbrush/fluoride toothpaste diluted in water, 2.5 N,
30 s, 2x/day, after 1st and last acid challenges), determining the eroded-abraded
substrate (EA). After acid-etching (37% HsPOas, 15 sec, 30 sec washing, drying with
absorbent paper), Adper™ Single Bond 2® adhesive was applied to all specimens and
resin composite buildups constructed with Filtek™Z350®. After 24 h (distilled water /
37°C), specimens were sectioned in beams and tested (WTBS, 0.5 mm/min). BS values

obtained were organized considering each tooth as an experimental unit and a two-



way ANOVA and Tukey test, applied (a=0.05). An extra tooth for each group was
treated exactly like the others, but rhodamine B fluorescent dye was previously added
(0.16 mg / mL) to the adhesive system to allow qualitative evaluation of the adhesive
interface by means of Confocal Laser Scanning Microscopy. Differently from the
variable application of gels for prevention/control of erosive wear (p=0.359), 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=0.856). Immediate BS values to
eroded and eroded-abraded substrates, equivalent to each other, were always lower
than that to the sound substrate, regardless of the application, or not, of the CHX or
the placebo gel for prevention/control of erosive wear. Concerning the fracture pattern
of the tested beams, adhesive and mixed failures were predominant in relation to the
cohesive, regardless of whether in dentin or in resin composite. As for the qualitative
analysis, it is noticed that resinous tags are manifested in greater number and length
in the substrates submitted to erosive initial challenge, that is, eroded and eroded-
abraded substrates, regardless of the application of any strategy to control progression
of wear. Among them, for the eroded substrate, there is an identifiable dark layer
underlying that of the adhesive itself, among the resin tags, representing the lowest
concentration of material marked by rhodamine B. For the eroded-abraded substrate,
hybrid layer is duly expressed by a red blur underlying the layer of adhesive, more and
less thick than that established in the normal and eroded substrates, respectively.
Therefore, it is concluded that the CHX gel was not able to determine, while
preserving/controlling the erosive or erosive-abrasive wear, a substrate as favorable
to bonding with resinous materials as a sound one, even if it has not impaired it even

maore.

Keywords: Dentin. Tooth Wear. Tooth Erosion. Tooth Abrasion. Protease Inhibitors.
Chlorhexidine Digluconate. Dentin-Bonding Agents. Bond Strength.
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1 INTRODUCAO

Por ora, ndo existe um método padrédo-ouro capaz de otimizar, por completo,
a restauracao, com resina composta, da dentina erodida (Deari et al., 2017), pobre em
minerais, teoricamente revestida por uma camada superficial de fibrilas de coladgeno
(matriz organica exposta) (Breschi et al., 2002; Lussi et al.,, 2011). A retencao do
material as lesGes, no geral rasas e planas (Ganss; Lussi, 2014), fundamenta-se,
entretanto, no sucesso das estratégias adesivas ai empregadas, pouco discutidas
pela controversa literatura correlata (Augusto et al., 2018).

Apenas a asperizagdo da dentina erodida, com ponta diamantada, por
exemplo, que invariavelmente promove exposicdo do substrato subjacente, néo
comprometido, faz com que os valores de resisténcia de unido a mesma se tornem
equivalentes aqueles a dentina normal/higida (Zimmerli et al., 2012). Em similaridade,
a aplicacao de hipoclorito de sédio (NaOCI), agente proteolitico inespecifico (Yamauti
et al., 2003), revelou-se, mui recentemente, alternativa a asperiza¢ao, ainda que de
modo especial quando sistemas adesivos universais foram os utilizados (Augusto et
al., 2018; Siqueira et al., 2018). Isto pode se justificar, em particular, pela capacidade
de tal substancia, além de eliminar a por¢do organica, alterar significativamente o
conteudo mineral da dentina sob ela, aumentando a relagdo Ca/P em sua superficie
(Baumgartner; Mader, 1987; Baumgartner; Cuenin, 1992) e, por conseguinte, sua
interacdo com os monémeros funcionais (Siqueira et al., 2018). O que se promove,
contudo, por meio de ambas as estratégias €, em Ultima instancia, a indesejavel
remocéao de estrutura dentaria.

Manter a matriz organica da dentina pode ser, em todo caso, interessante, até
porque, como bem destacam Deari et al. (2017), o substrato dentinario pobre em
colageno é pouco conveniente ao estabelecimento de uma camada hibrida
propriamente dita. No sentido, valores reduzidos de RU imediata a dentina foram
observados tanto quando apenas de sua erosédo, quanto quando de erosao seguida
por aplicagdo de NaOCI previamente a restauracao, utilizando-se sistema adesivo do
tipo condicione e lave simplificado (Siqueira et al., 2018). Ademais, tal matriz
desempenha importante papel nos processos de des e remineralizagcdo, inclusive

refreando a progresséo do desgaste (Klont; ten Cate, 1991; Kleter et al., 1994; Ganss
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et al., 2004; Hara et al., 2005; Kato et al., 2009, 2010b), ja que a difusdo idnica através
dela é dificultada (Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005).

Solucbes e/ou géis contendo antiproteoliticos, como o digluconato de
clorexidina (CHX) (Gendron et al., 1999), tém sido empregados, pois, para minimizar
tanto a degradacao de interfaces adesivas (Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 20073,
2007b; Komori et al., 2009; Loguercio et al., 2009; Breschi et al., 2008, 2010a;
Tjaderhane et al., 2013, 2015), quanto a progressao do desgaste erosivo (Ganss et
al., 2004, 2007b; Hara et al., 2005; Kato et al., 2009, 2010a; Magalhaes et al., 2009;
Buzalaf et al., 2010, 2012, 2015; Tjaderhane et al., 2013, 2015; Boteon et al., 20173,
2017b), ja que sobrepujam a hidrélise do emaranhado de fibrilas pela agdo de enzimas
intrinsecas do hospedeiro, tais quais as metaloproteinases da matriz (MMPS),
caracteristicamente, e, quica, as cisteino-catepsinas (CCs) e outras a ainda serem
identificadas no complexo dentinopulpar (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).

Associando ambas as premissas e reconhecendo que 0S processos
envolvidos na erosdo podem antecipar ou potencializar a atividade proteolitica na
dentina (Hebling et al., 2005; Komori et al., 2009; Nascimento et al., 2011; Tjaderhane
et al., 2015), Francisconi-dos-Rios et al. (2015a) avaliaram o efeito da aplicacao
dessas solucdes, em diferentes concentragbes, como primer antiproteolitico
constituinte do tratamento adesivo do substrato, na RU, imediata e em médio prazo,
a dentina erodida. Na sequéncia, avaliaram a real longevidade do efeito dessa
solugcédo, a 2% (Francisconi-dos-Rios et al., 2015b). Mesmo que apenas nessa
concentracdo e tdo somente em médio prazo tal substdncia minimizasse a
degradacdo da interface adesiva, ndo foi capaz de tornar os valores de RU a dentina
erodida equivalentes aqueles verificados para a dentina normal, seja imediatamente,
seja apos envelhecimento (6 ou 12 meses). Inoportunamente, adiante, o uso dessa
mesma solucdo, com mesma finalidade, reduziu os valores de resisténcia de unido a
dentina normal e a erodida, mesmo que apenas aqueles a primeira tenham sido
negativamente acometidos pelo passar do tempo (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 ndo uso e inferiores aqueles a dentina normal
(Deari et al., 2017).
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Atuando, porém, como agente para prevencao/controle do desgaste erosivo,
a CHX poderia determinar, além de minimizada perda de estrutura dentaria, substrato
dentinario com espessura diferenciada da zona superficial desmineralizada (Deari et
al., 2017), potencialmente mais favoravel ao estabelecimento de interface adesiva.

Com base na observacdo de que, no que se refere a adesdo a dentina
erodida, a performance de adesivos universais é independente do condicionamento
do substrato com acido fosférico como passo independente dos demais (Siqueira et
al., 2018), até se cogita, quando do uso de sistemas do tipo condicione e lave, a
possibilidade de a camada superficial organica limitar a acdo de tal &cido,
desmineralizando-se menor espessura total de dentina intertubular e, ora,
favorecendo-se a impregnacao da maior parte dela por mondémeros resinosos.

Especula-se, no sentido, o fato de tal matriz apresentar capacidade tampéao:
quando de um desafio 4cido a partir da superficie externa, ela pode absorver H+,
protegendo a dentina subjacente de uma queda de pH (Kleter et al., 1994a; Buzalaf
et al., 2015).

Talvez, ainda, a abraséo, por escovacado, da dentina erodida possa exercer
algum efeito em sentido similar, jA que ambas as condicdes quase sempre se
associam clinicamente e a escovacédo, conforme cresce a for¢ca com que é exercida,
até o valor de 4 N, pode compactar a trama de colageno, ao invés de remové-la
(Ganss et al., 2007a, 2009; Kato et al., 2009; Hannas et al., 2016). Tornar-se-iam,
pois, reduzidos os espacos entre as fibrilas e, em tese, mais dificil a difusdo tanto do
acido erosivo, que acabaria por desmineralizar a dentina subjacente, quanto do
fosférico e do préprio sistema adesivo, através delas (Sano et al., 1994; Augusto et
al., 2018).

E interessante, entdo, avaliar o papel da aplicacdo de CHX para
prevencéao/controle do desgaste na resisténcia de unido a dentina erodida e erodido-
abrasionada, vez que se tem valorizado, cada vez mais, a busca por estratégias que
favorecam o estabelecimento de interfaces adesivas, j& imediatamente, a substratos
desfavoraveis a interagdo com materiais resinosos, via de regra encontrados em
clinica (Giacomini et al., 2017). Na pior das hipoteses, em sendo o proposto ineficaz
e, porguanto, a asperizacdo indispensavel, esta seria determinada em menor
profundidade, poupando-se estrutura dentaria e cumprindo-se para com a pratica da

famigerada odontologia minimamente invasiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Subsidie 0 que se propbe a estudar a revisdo da literatura correlata,
apresentada, com vista a uma sistematizada compreensdo, sob tépicos abaixo

deliberados.

2.1 ADESAO AO SUBSTRATO DENTINARIO NORMAL E ERODIDO

O fenbmeno da adeséao € definido como a forca de atracdo entre atomos ou
moléculas de duas superficies semelhantes ou diferentes em intimo contato, que pode
resultar de um processo fisico, quimico ou mecéanico, ao se colocar essas duas
superficies justapostas (Perdigdo, 2007), e, por vezes, intermediadas por um agente
de unido (Buonocore, 1963).

A adesdao fisica depende das forcas de valéncia secundarias, as quais
ocorrem em dipolos moleculares, e na interagdo da nuvem de elétrons desprotegidos.
A adesao quimica é representada pelas forcas de valéncia primarias, como ocorre nas
ligacbes ibnicas covalentes e metalicas, e ainda em certas forcas de valéncia
secundarias, que sao as forcas de Van der Walls, sendo, pois, na realidade, fisico-
quimica. J& a adesdo mecanica se refere ao embricamento mecanico de um material
sobre outro, a partir do seu aprisionamento dentro de cavidades naturais ou artificiais
(Nakabayashi, 1998).

O produto da aplicacdo de sistemas adesivos sobre o substrato dentinario,
que resulta, primordialmente, na formacédo de uma camada hibrida de mondémeros e
matriz colagena, € considerado adesdo mecanica, de forma que os monémeros
permeiam a superficie porosa da dentina, e, ao serem polimerizados, permanecem
impregnados na trama de fibrilas colagenas (Nakabayashi, 1998; Perdigéo, 2007).
Alguns sistemas adesivos ainda se ligam, por meio de seus mondémeros funcionais,
guimicamente ao calcio da hidroxiapatita, o que melhora significativamente a
resisténcia de unido a dentina, bem como a longevidade da interface (Buonocore,
1963; Van Meerbeek et al.,, 1994; Pashley; Carvalho, 1997; Nakabayashi, 1998;
Yoshida et al., 2004; Yoshihara et al., 2011).
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Via de regra, os sistemas adesivos do tipo condicione e lave sdo compostos
por um iniciador acido e solugbes de monémeros hidrofilicos e hidrofébicos. O
iniciador acido, no geral um acido fosforico de concentracao variavel de 30 a 40%, tem
por objetivo condicionar a superficie dos substratos dentarios (Van Meerbeek et al.,
1994; Pashley; Carvalho, 1997).

Mais precisamente em dentina dita sadia, um substrato considerado normal,
o acido fosforico remove o barro dentinario, ou smear layer, camada composta por
residuos do preparo cavitario e componentes organicos e inorganicos, a fim de expor,
consequentemente, e ainda ampliar, por meio da desmineralizagdo da dentina
peritubular, a embocadura dos tubulos dentinario, bem como, também por meio da
desmineralizacdo, a trama de fibrilas colagenas da dentina intertubular (Nakabayashi
et al., 1992).

Este condicionamento permite, ao todo, e apds a lavagem do acido, uma
melhor penetracdo dos mondmeros resinosos do primer, solucdo hidrofilica, e do
adesivo, solucéo hidrofdbica, e/ou do primer-adesivo, na trama colagena da dentina e
na embocadura dos tubulos dentinarios, buscando-se a condi¢do clinica mais
favoravel a adesédo: a formagcdo de uma camada hibrida efetiva, uniforme, sem
defeitos (Nakabayashi et al., 1992; Pashley; Carvalho, 1997), com toda a profundidade
de dentina desmineralizada devidamente infiltrada, ndo restando fibrilas colagenas
expostas e nao envoltas por monémeros resinosos (Pashley; Carvalho, 1997).

Em substrato artificialmente erodido, no sentido, os sistemas adesivos tém
sua efetividade comprometida, em tese pela intensa desmineralizacdo do tecido
dentinario (Buzalaf et al., 2015). Trata-se a erosdo de processo quimico de
amolecimento superficial seguido, usualmente, de remocao patoldgica, cronica,
localizada e irreversivel de tecido duro dentario, ha auséncia da acao direta do biofilme
(Ganss et al.,, 2011; West et al., 2011; Wang et al., 2014). Tal perda pode ser
decorrente de processo de quelacdo, em pH aproximadamente neutro, mas, de
maneira geral, o agente etiol6gico € um acido (Eccles, 1982; Smith, 1989; Lussi et al.,
1993; Piotrowski et al., 2001; Brunton; Hussain, 2001), procedente de fonte exdgena
(erosdo extrinseca), enddgena (erosdo intrinseca) ou desconhecida (erosao
idiopatica) (Imfeld, 1996; Zero, 1996; Meurman; ten Cate, 1996; Moss, 1998; Lussi et
al., 2004; Abrahamsen, 2005; Bartlett et al., 2008; Wilder-Smith et al., 2009; Spreafico,
2010).
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De qualquer maneira, a acdo desses acidos atinge primeiramente o esmalte
dentério, amolecendo-o, e quando o amolecimento ndo é revertido, removendo suas
camadas gradativa e lentamente, até atingir a dentina subjacente (Kinney et al., 1995).
Esta, quando alcancada e exposta ao meio bucal, diante de desmineralizacéo, de
inicio, da regido entre as dentinas peri e intertubular, seguida daquela da peritubular
e, por fim, da intertubular, deflagra a exposi¢cao de uma primeira camada de colageno
totalmente desmineralizada, a qual acoberta uma zona parcialmente desmineralizada
de inconstante densidade mineral, que, por sua vez, € imediatamente seguida por
dentina normal (Kinney et al., 1995; Francisconi-dos-Rios et al., 2015a).

A camada parcialmente desmineralizada tende a proteger a dentina normal
remanescente, impedindo o0 avan¢o do processo erosivo até certo ponto, dificultando
a difusdo ibnica dentro e fora da area de desmineralizacdo (Kleter et al., 1994;
Francisconi-dos-Rios et al., 2015a).

Em outras palavras, desafios acidos, tanto os intencionais - para o
condicionamento de tecido dentinario para a posterior aplicacdo de sistemas
adesivos-, quanto os essencialmente erosivos, de origem extrinseca / intrinseca /
idiopatica - que resultam, em Ultima instancia, em desgaste erosivo-, refletem-se em
um prejuizo mineral para a dentina e no encapsulamento incompleto das fibrilas
coldgenas na camada hibrida por parte dos mon6meros resinosos, deixando-se
permanentemente exposta boa parte da aludida trama. Vulneravel, ela fica suscetivel
a acao de enzimas proteoliticas (Breschi et al., 2004; Liu et al., 2011).

A atividade enzimética proteolitica, responsavel pela degradacdo da matriz
colagena, foi identificada pela primeira vez por Dayan et al. (1983) e devidamente
explorada, mais tarde, por Tjaderhane et al. (1998), em funcdo da deteccdo, no
complexo dentinopulpar, da presenca de metaloproteinases da matriz (MMPS).

Estas, responsaveis pela atividade gelatinolitica e colagenolitica através do
tempo, mesmo em ambientes assépticos, trouxeram a tona a teoria da degradacéo
enzimatico-proteolitica intrinseca da matriz coldgena da dentina, j4 que as enzimas —
classicamente chamadas de enddgenas —, séo, via de regra, oriundas do hospedeiro,
e nao originarias de produtos de processos cariogénicos e/ou resultantes da
proliferacéo bacteriana (Pashley et al., 2004). Na matriz dentinaria, foram detectados
ao menos quatro tipos de MMPs: a estromelisina-1 (MMP-3) (Mazzoni et al., 2011,

Boukpessi et al., 2008), a colagenase (MMP-8) (Sulkala et al., 2007) e as gelatinases
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A e B (MMP-2 e MMP-9, respectivamente) (Martin-De Las Heras et al., 2000; Mazzoni
et al., 2007).

A ativacdo dessas enzimas em meio acido foi identificada tanto em meio
cariogénico (Nascimento et al., 2011), quanto ap0s o condicionamento com &cido
fosférico (Mazzoni et al., 2006; Tersariol et al., 2010). O desvendar dos processos de
ativagcdo destas enzimas, tornou mais clara a compreensdo dos fenbmenos de
degradacéo da matriz colagena dentinaria (Tjaderhane et al., 1998; van Strijp et al.,
2003), inclusive daqueles relacionados ao comprometimento de interfaces adesivas
ai estabelecidas (Pashley et al., 2004). Tais enzimas, ditas proteases, participam
ativamente da remodelacdo da matriz extracelular, sendo dependentes de ions
metalicos Zn?* e Ca?*, essenciais a atividade celular (Visse; Nagase, 2003).

Outro grupo de enzimas proteoliticas identificado na matriz organica colagena
dentinaria € o das proteases de cisteina, expresso pelo grupo das catepsinas
lisossomais, que, em pH &cido e também na presenca de 4gua, sdo ativadas (Tersariol
et al., 2010; Nascimento et al., 2011). Estas, também chamadas cisteino-catepsinas
(CCs), majoritariamente as dos tipos K e B (Garnero et al., 1999; Scaffa et al., 2017),
tém um importante papel, sinérgico ao das MMPs, tanto na progressao das lesdes
cariosas, quanto na degradacdo da camada hibrida (Tersariol et al., 2010; Liu et al.,
2011; Nascimento et al., 2011, Vidal et al., 2014).

Em conjunto, pois, a atividade das proteases mencionadas compromete a
longevidade de restauracdes em resina composta que se utilizam dos sistemas
adesivos, em especial do tipo condicione e lave, como agente intermediario,
sabidamente em tecido dentinario sadio/normal ou afetado por carie (Tjaderhane et
al., 1998), e hipotética e mais intensamente, naquele erodido (Kato et al., 2010a; Wang
et al., 2014; Francisconi-dos-Rios et al., 2015a, 2015b). Por sinal, tem se atribuido
particular atencéo ao papel da degradacao quimica, justamente pelas tais proteases,
da camada superficial desmineralizada na prépria progressédo da erosdo, e mesmo
erosao-abrasédo, em dentina (Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005; Magalhées et al.,
2009; Kato et al., 2009, 2010a).
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2.2 ATIVIDADE PROTEOLITICA NA EROSAO E NA EROSAO-ABRASAO

De fato, tem se compreendido cada vez melhor o papel da degradacao
guimica da camada superficial desmineralizada na progressao da erosdo em dentina
(Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005; Magalhaes et al., 2009; Kato et al., 2010b, 2009).
Apds amolecimento superficial e perda do esmalte camada a camada, por meio de
um processo de dissolugcdo mineral complexo e continuo (Klont; ten Cate, 1991),
expOe-se a matriz organica dentinaria e ativam-se as MMPs, responsaveis por sua
degradacédo. Desta forma, as colagenases MMP-8 e gelatinases MMPs-2 e -9
aumentam a velocidade do processo de desmineralizacdo do tecido, uma vez que a
prépria matriz pode limitar a difusdo i6bnica que ocorre dentro e/ou fora de sua
superficie desmineralizada (Klont; ten Cate 1991; Kleter et al., 1994; Buzalaf et al.,
2012).

Mantendo-se essa camada de matriz organica desmineralizada sobre o
substrato dentinario parcialmente desmineralizado, o colageno ali presente funciona
como um obstaculo a propagacédo dos acidos por sua espessura (Miguez et al., 2004).
Sugere-se, ainda, que ela também apresenta capacidade tampdao: durante o desafio
erosivo de uma camada superior, a matriz colagena desmineralizada absorve ions H+,
e, desta forma, protege a camada subjacente de dentina, evitando que seu pH caia
(Kleter et al., 1994; Hannas et al., 2015).

A presenca e manutencdo da camada de matriz organica desmineralizada da
dentina, torna-se, portanto, de suma importancia para o controle da progresséo do
desgaste erosivo, inclusive por impedir adicional ativacao da atividade proteolitica ao
controlar o pH da regido a ela subjacente (Tjaderhane et al., 1999; Hara; Zero, 2008).

Embora esta camada desmineralizada seja resistente, até certo ponto, a
remocao pelas forgcas empregadas na escovacédo (Ganss et al., 2007a, 2009), parece
mesmo, cada vez mais provavel, que sua degradacao por parte das MMPs proprias
do hospedeiro é que aceleram a progressdo da erosao dentinaria (Hara et al., 2005;
Ganss et al., 2004, 2007a). As MMPs, quando do desafio erosivo, tém sua ativacao a
partir da queda do pH; apenas iniciam sua atividade, porém, quando do
tamponamento do meio, tendo o potencial de degradacdo aumentado a hora da
neutralizacéo (Tjaderhane et al., 1998). Esta € de responsabilidade da saliva, na qual,

adversamente, também sdo encontradas enzimas proteoliticas, a parte das ja
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presentes na matriz organica dentinaria (Tjaderhane et al., 1998; Kato et al., 2009;
Magalh&es et al., 2009).

Outrossim, simultaneamente as MMPs, as cisteino-catepsinas (CCs) se
comportam como um grupo identificado de enzimas proteoliticas enddgenas, tédo
igualmente propulsor da degradagcdo da matriz coldgena (Tersariol et al., 2010). A
catepsina-K encarrega-se de 98% da atividade colagenolitica das catepsinas, e difere-
se das MMPs e das demais catepsinas por possuir a habilidade de clivar o colageno
helicoidal em varios sitios, gerando multiplos fragmentos de colageno (Garnero et al.,
1999; Breschi et al., 2018). De modo inverso, outras catepsinas conseguem apenas
clivar a parte telopeptidica ndo helicoidal do colageno (Brémme; Wilson, 2011; Breschi
et al., 2018). Ainda cabe destacar que, adversamente as MMPs, CCs, no geral,
ativam-se e atuam em pH acido (Tjaderhane et al., 1998).

Agindo, ora, de forma sinérgica, MMPs e CCs se localizam bem proximas
entre si na matriz organica dentindria e sempre as margens de substratos-alvo
(Nascimento et al., 2011). Estudos observacionais comprovam sua presenca ha matriz
colagena, tanto na dentina sadia, quanto na afetada por carie, indicando uma possivel
reacdo enzimatica em cascata entre essas duas diferentes classes de proteases
(Tjaderhane et al., 1998; Nascimento et al., 2011).

De mais a mais, ha que se considerar o papel das mesmas na progressao do
desgaste dentinario promovido por erosdo associada a abrasdo, condi¢cdes
propulsoras de perda tecidual que, em clinica, usualmente se processam em
combinacao (Eccles 1982; Kato et al., 2009). Soma-se, frequentemente, a acao de
acidos sobre o substrato dentério, aquela de processo friccional mecanico que nao
relacionado a mastigacao, especialmente representado por escovag¢ao com dentifricio
abrasivo (Eccles, 1982; Smith, 1989; Imfeld, 1996; Piotrowski et al., 2001; Oginni;
Olusile, 2002; Litonjua et al., 2003).

Quanto ao esmalte, uma vez debilitado pelo desafio erosivo, torna-se mais
suscetivel as forcas mecéanicas da escovacdo (Attin et al., 2004; Magalhaes et al.,
2008; Kato et al., 2009), que contribuem a perda tecidual, até que a superficie
amolecida pelo acido seja totalmente removida. Quanto a dentina, por sua vez, nao
se observa, in vitro, por meio de perfilometria de contato ou mesmo ética, e de
microrradiografia longitudinal, progressdo do desgaste quando da escovacao apos a
erosdo, independentemente das diferentes forcas (até 4 N) com que a segunda é

realizada (Prati et al., 2003; Ganss et al., 2009): a escovacdo compacta a trama de
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coladgeno, ao invés de remové-la (Ganss et al., 2007a, 2009; Kato et al., 2009; Hannas
et al., 2016). Por suposto, entéo, tal camada controla a progressao do desgaste, a nao
ser que seja enzimaticamente degradada (van Strijp et al., 2003; Pashley et al., 2004),
o que é dificultado, num contexto laboratorial, pela a auséncia de enzimas proteoliticas
oriundas da saliva (Tjaderhane et al., 1998), e mesmo pela ja apontada capacidade
tampdo desta camada desmineralizada, quando da exposi¢cdo a ions H+ frente a
proximo desafio erosivo (Hannas et al., 2015).

Alias, recentemente, Hannas et al. (2016) encontraram evidéncias de que
adicionar inibidores de proteases a dentifricios diminui o desgaste dentinario atribuido
a escovagoes subsequentes a desafios erosivos. Associadas, pois, a resisténcia da
camada orgéanica a remocao mecanica (Ganss et al., 2004, 2007b, 2009, 2011) e a
difusdo ibnica em seu interior (Kato et al., 2014; Kleter et al., 1994; Klont; ten Cate,
1991), podem explicar porque sua conservacgao relaciona-se a reducdo da progressao
do desgaste erosivo em dentina (Ganss et al., 2004; Buzalaf et al., 2015; Comar et al.,
2015).

Contudo, apesar da protecdo proporcionada por esta camada
desmineralizada, as proteases enddgenas requerem apenas a presenca de agua e de
certos ions metdlicos para, de inicio, ou em constante baixo pH, tornarem-se capazes
de clivar os peptideos colagenos (Vidal et al., 2014; Tjaderhane et al., 2015).

A luz dessas evidéncias, tornou-se incessante a busca por se refrear a
atividade de tais enzimas proteoliticas na matriz organica colagena dentinaria, seja no
controle da progressdo do desgaste erosivo e erosivo-abrasivo (Kato et al., 2009,
2010a; Magalhdes et al., 2009; Boteon et al.,, 2017), seja na minimizacdo da
degradacdo de interfaces adesivas estabelecidas nas mais diferentes condicdes
desse substrato (Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 2007a, 2007b; Loguercio et al.,
2009; Komori et al., 2009; Breschi et al., 2010b, 2010a, Francisconi-dos-Rios et al.,
2015a, 2015b; Giacomini et al., 2017; Farias-Neto et al., 2018).
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2.3 INIBICAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA NA ADESAO, NA EROSAO E NA
EROSAO-ABRASAO

Efetivaram-se estratégias para obstar a atividade proteolitica na dentina com
base, primordialmente, na aplicacédo de solucdes de digluconato de clorexidina (CHX),
comprovadamente capazes de inibir, de forma direta, a atividade das MMPs -2, -8 e -
9 (Gendron et al., 1999; Scaffa et al., 2012), e, similarmente, mesmo a das CCs (Scaffa
et al., 2012).

Trata-se de uma solucédo de facil obtencdo, por jA estar presente no meio
clinico ambulatorial, e de conhecidas e extensamente estudadas propriedades
antifingicas, bactericidas e bacteriostaticas (Stanley et al., 1989; Gendron et al.,
1999).

Testada sob diversas concentracfes e diferentes apresentacfes - ora
solugéo, ora gel, ou mesmo incorporada a é&cidos fosféricos e diferentes sistemas
adesivos - a CHX revelou sua efichcia em concentragbes minimas (0,2%, por
exemplo) na preservacdo e longevidade da camada hibrida, a partir de uma
propriedade outrora desconhecida: o potencial de inibicdo da atividade proteolitica em
dentina (Carrilho et al., 2007a, 2007b; Brackett et al., 2009; Campos et al., 2009;
Breschi et al., 2010b; Leitune et al., 2011; Mobarak 2011; Zheng et al., 2015; Loguercio
et al., 2016).

Acredita-se que tal atividade atribuida a CHX deva-se a sua capacidade de
guelar - ou seja, ligar-se a - ions metélicos dos quais dependem as proteases
enddgenas para realizar sua atividade, e, deste modo, dificultar a degradacdo da
matriz extracelular por parte das MMPs, mais precisamente das enumeradas -2, -8 e
-9, cujos ions metalicos Ca?* e Zn?* se ligam diretamente a solucdo, refreando a
interacdo dos ions presentes na matriz colagena com as enzimas (Gendron et al.,
1999).

Mais recentemente, verificou-se que as CCs, enzimas lisossomais
encontradas e identificadas em tecido dentinario, tanto sadio quanto afetado por carie
(Tersariol et al.,, 2010; Nascimento et al., 2011), interagem eletrostaticamente com
solucdes de CHX, que inibem, entdo, sua atividade (Scaffa et al., 2012).

Além disso, a CHX como agente antimicrobiano de amplo espectro e inibidor

inespecifico de MMPs, pode contribuir para com a estabilidade da camada hibrida
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através de seu efeito detersivo, que pode facilitar a impregnagdo dos monémeros
resinosos do sistema adesivo na dentina desmineralizada (Breschi et al., 2010Db).
Desta forma, passou a ser considerada como uma emergente alternativa para o
controle dose-dependente da atividade das proteases enddgenas presentes em
dentina (Buzalaf et al., 2015), a propdsito também no estabelecimento e conservacao
de interfaces adesivas no substrato dentinario erodido (Francisconi-dos-Rios et al.,
2015a).

Nesse sentido, antes que uma restauracdo seja indicada para tratamento
deste substrato, e daquele erodido-abrasionado, ha que se atuar cessando-se, ou ao
menos minimizando-se, a perda tecidual: justamente evitar a degradacdo da matriz
organica mostrou ser capaz de adiar a progressao do desgaste (Kato et al., 2009,
2010a; Magalhdes et al., 2009). Inibidores de proteases, tais como a CHX e os
polifendis do cha verde, especialmente a epigalocatequina-3-galato (EGCG)
(Demeule et al., 2000; Garbisa et al., 2001; Sartor et al., 2002; Chaussain-Miller et al.,
2006), tém sido, assim, empregados com sucesso no controle da evolucdo da erosao
e da erosdo-abraséo em dentina in situ (Kato et al., 2009, 2010a; Magalhaes et al.,
2009). Ambos ainda séo capazes de interagir com ions metélicos (Gendron et al.,
1999; Garbisa et al., 2001), o que pode resultar na deposicdo de particulas no interior
dos tubulos dentinarios, por meio da ligacédo da apatita ao céalcio. Tal fendmeno pode
exercer influéncia sobre os processos de des/remineralizacdo da dentina e,
consequentemente, contribuir para a reducdo da progresséo da erosédo e da erosao-
abraséo (Kato et al., 2009).

Quando aplicada como agente antiproteolitico para prevencao e controle do
desgaste erosivo, a CHX foi capaz de inibir completamente o processo, inclusive
mostrando desempenho superior ao de um fluoreto (Kato et al., 2010a). Avaliacdes
em microscopia eletrbnica de varredura confirmaram a auséncia de desgaste na
dentina tratada com CHX (Kato et al., 2012).

De qualquer maneira, mesmo que se supusesse, com base no papel da CHX
tanto na estabilidade da adesé&o a dentina (Hebling et al., 2005; Carrilho et al., 2007a;
Carrilho et al., 2007b; Breschi et al., 2008; Komori et al., 2009; Loguercio et al., 2009;
Breschi et al., 2010a; Tjaderhane et al., 2013; Tjaderhane et al., 2015), quanto na
progressao do desgaste erosivo nesse substrato (Magalhées et al., 2009; Kato et al.,
2010a; Buzalaf et al., 2012; Buzalaf et al., 2015), que sua aplicacdo, em diferentes

concentragbes, como primer antiproteolitico constituinte do tratamento adesivo do
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substrato, favoreceria os valores de resisténcia de unido, imediata e em médio e longo
prazo, a dentina erodida, a ponto de torné-los equivalentes aqueles a dentina normal,
isso nao fora o observado, em nenhum dos tempos (Francisconi-dos-Rios et al.,
2015a, 2015b). Como o que se nota para a dentina normal, a CHX foi capaz apenas
de minimizar a reducdo desses valores, por até 6, e ndo 12, meses de envelhecimento
dos espécimes (Francisconi-dos-Rios et al., 2015a, 2015b).

A anulacéo do efeito inibitorio de proteases pela CHX, em interfaces adesivas,
e 0 consequente reinicio da degradacdo da matriz extracelular, provavelmente
justifica-se pelo seu mecanismo reversivel de ligacdo, diante de exposicdo a outro
cation equivalente, e pela lixiviagdo do conjunto dentina-material resinoso (Gamal et
al., 2011; Ricci et al., 2010a, 2010b).

Cogita-se, entédo, possivel papel favoravel da CHX no tratamento da dentina
previamente a desafio erosivo, e pioneiramente erosivo-abrasivo, como forma de se
prevenir/controlar a progressao do desgaste, e sua influéncia no estabelecimento, nos
aludidos substratos, de interfaces adesivas, diante da ndo rara subsequente
necessidade de restauracdo da estrutura dentaria perdida, por razdées funcionais e/ou
estéticas.

Mesmo que o uso da CHX, como inibidora de proteases, na rotina clinica,
tanto no que se refere a erosdo e erosdo-abrasdo dentinarias, quanto no que tange
as interfaces adesivas, ndo seja realidade ou estratégia absolutamente viavel
(Montagner et al., 2014), ha que se investigar, ainda que de maneira exploratoria, a

sua potencialidade na associacao das perspectivas dantes abordadas.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo in vitro é avaliar, de imediato, o efeito de um gel
de CHX, usado para prevencao/controle do desgaste, na resisténcia de unido (RU) do
conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina
erodida e erodido-abrasionada, comparada a normal.

Como hipotese alternativa, pressupfe-se que tal gel sera capaz de
determinar, por meio da preservacgao/controle do desgaste, substrato erodido, ou
erodido-abrasionado, tdo favoravel a adesdo com os materiais resinosos quanto o

normal.
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4 MATERIAL E METODOS

Este estudo in vitro, conduzido de acordo com o preconizado pelo “CRIS
Guidelines” (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 trés niveis (N: normal; E:
erodido; EA: erodido-abrasionado), e a aplicagdo de um gel para prevencao/controle
do desgaste erosivo em trés niveis (C: controle/sem aplicacdo; P: placebo/sem
principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%). Ademais, considerando-se
0S 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, os
valores de resisténcia de unido a microtracao (UTBS), em MPa, considerando-se cada
dente como unidade experimental, e a descricdo das imagens obtidas por meio de
MCVL. O padrao de fratura dos palitos foi determinado com o auxilio de um
microscoépio digital (50x de aumento).

4.1 OBTENCAO DOS DENTES HUMANOS

Apo6s aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Anexo A), comprometeu-se 0
Biobanco da FOUSP - Divisédo de Dentes Humanos a fornecer 90 terceiros molares
humanos higidos para conducéo de testes piloto (18 dentes) e para a realizacao do
estudo propriamente dito (63 dentes). Determinou-se, ora, apos selecdo dos dentes
de acordo com suas devidas dimensdes, nove grupos experimentais, similares entre
si, de 7 dentes cada. Um dente extra para cada grupo, ou seja, mais nove dentes (9
dentes), foram ainda, utilizados para devido tratamento e avaliagdo qualitativa da
interface adesiva neles estabelecida por meio de MCVL. Note-se, pois, que se
somando os dentes destinados aos testes piloto (18), ao estudo propriamente dito (63,

divididos em nove grupos com 7 cada) e a avaliacdo por meio de MCVL (9, um
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referente a cada grupo experimental), totalizaram-se os 90 terceiros molares acima
descritos. Estes foram limpos com curetas periodontais para remoc¢édo de todo e
gualquer residuo de tecido gengival aderido a superficie dentaria e, posteriormente,
armazenados em solugcédo 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 precisdo (Isomet Low Speed Saw; Buehler,
Lake Bluff, IL, EUA), a porcéo coronaria foi separada da porcgao radicular: a primeira,
apos remocdo do esmalte oclusal, para exposicdo da dentina subjacente, foi, no
desenrolar do trabalho, consumida, em funcao do preparo de palitos para microtracao,
ndo restando material bioldégico que devesse ser, ao final do estudo, devidamente
descartado ou armazenado; a segunda foi devolvida ao Biobanco de Dentes Humanos

da FOUSP, ja que néao foi utilizada.

4.2 EXPOSICAO DA DENTINA E DETERMINACAO DOS GRUPOS
EXPERIMENTAIS

Do total de 90 dentes, excetuando-se os utilizados em testes piloto (18) e os
utilizados para MCVL (9), os 63 dentes selecionados para o estudo propriamente dito
foram fixados com cera pegajosa no centro de um dispositivo metalico que foi
acoplado a maquina de corte de precisdo Isomet Low Speed Saw. Com o auxilio de
um disco diamantado dupla face refrigerado com agua destilada, a uma velocidade de
300 rpm, o terco oclusal dos terceiros molares foi removido, para exposicdo da dentina

coronaria, subjacente ao esmalte (Figura 4.1).
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Figura 4.1 - Remogao do terco oclusal de cada terceiro molar, para exposi¢do da dentina coronaria,
subjacente ao esmalte

Fonte: O autor

A superficie de dentina dos espécimes foi, entdo, submetida a acdo de uma
lixa de carbeto de silicio de granulacao 600, por 1 minuto, sob refrigeracao constante
com agua destilada, em uma politriz metalogréfica, para padronizacdo da smear layer
formada sobre a mesma (Figura 4.2), e a tratamento conforme condi¢cées impostas

por cada um dos grupos experimentais (Quadro 4.1).

Figura 4.2 - Padronizagdo da smear layer formada sobre a superficie de dentina, por meio da a¢éo de
uma lixa de carbeto de silicio de granulagdo 600, por 1 minuto, sob refrigeracao constante
com agua destilada, em uma politriz metalografica

Fonte: O autor
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Quadro 4.1 — Grupos experimentais

Condicéo do . _
Principio ativo presente no gel para
Grupo substrato _
o prevencéao/controle do desgaste erosivo
dentinario
N.C Sem aplicacéo de gel
(n=7) (C: controle)
N.P Normal (N) Sem principio ativo
(n=7) (P: placebo)
N.CHX Digluconato de clorexidina a 0,12%
(n=7) (CHX)
E.C Sem aplicacéo de gel
(n=7) (C: controle)
E.P Erodido (E) Sem principio ativo
(n=7) (P: placebo)
E.CHX Digluconato de clorexidina a 0,12%
(n=7) (CHX)
EA.C Sem aplicacéo de gel
(n=7) (C: controle)
EA.P Erodido-abrasionado Sem principio ativo
(n=7) (EA) (P: placebo)
EA.CHX Digluconato de clorexidina a 0,12%
(n=7) (CHX)

Fonte: O autor
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Esclareca-se, apenas, abaixo, o destino dos demais dentes (Quadro 4.2):

Quadro 4.2 - Destino dos demais dentes, que ndo pertencentes aos grupos experimentais propriamente
ditos, a serem coletados para o estudo

Destino Condicao

Testes piloto _
Testes piloto

(n=18)

Um dente extra, com o sistema adesivo devidamente marcado
MCVL por rodamina B, para cada um dos grupos N.C, N.P, N.CHX,
(n=9) E.C, E.P, E.CHX, EA.C, EA.P e EA.CHX, a ser qualitativamente

avaliado por meio de MCVL

Fonte: O autor

Sumarize-se, ademais, a composicdo dos principais agentes utilizados para
tratamento do substrato dentinario, conforme condicBes impostas pelos grupos

experimentais (Quadro 4.3):

Quadro 4.3 - Composi¢do dos principais agentes utilizados para tratamento do substrato dentinério,
conforme condicdes impostas pelos grupos experimentais

Substancia Composicéao

Agua carbonada, extrato de noz de cola, cafeina, aroma

natural, corante caramelo |V, acidulante &acido fosf6rico,

Coca-Cola® o o
edulcorantes artificiais, conservador benzoato de sodio,
regulador de acidez citrato de sodio; pH 2,5
Hidroxietilcelulose, propilenoglicol, metilparabeno,
Gel Placebo o S ) o
imidazolidinilureia e agua deionizada
Hidroxietilcelulose, propilenoglicol, metilparabeno,
Gel CHX imidazolidinilureia, &gua deionizada e digluconato de

clorexidina a 0,12%
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CaCl20,70 mM/L; MgCl2.6H20 0,20 mM/L; KH2POa4 4,00 mM/L;
Saliva artificial ~ KCI 30,0 mM/L; NaNs 0,30 mM/L; Tampéao HEPES [acido] 20,0
mM/L

Fonte: O autor

4.3 TRATAMENTO DO SUBSTRATO DENTINARIO

Finalizados os testes piloto (18 dentes, dos 90 totais, ja utilizados), dos 63
dentes pertencentes ao estudo propriamente dito, as superficies de dentina de 21
foram, entdo, diretamente conduzidas a etapa seguinte do experimento
(Procedimentos adesivos/restauradores), determinando-se condicdo controle para a
variavel substrato (N: normal).

As de outros 42 dentes foram submetidas a desafio erosivo inicial, por meio
da acdo de refrigerante a base de cola Coca-Cola®, por 5 minutos, em temperatura
ambiente. Tal desafio fora realizado a fim de se aplicasse, posteriormente, 0os géis
para controle do desgaste erosivo sobre substrato ja previamente desmineralizado, e
s6 entdo se realizasse a ciclagem de pH, determinando-se o substrato erodido (E,
n=21) ou a ciclagem de pH associada a escovacédo, determinando-se o0 substrato
erodido-abrasionado (EA).

Do total de espécimes com substrato normal, um terco, ou seja, 7, foram
diretamente conduzidos a etapa seguinte do experimento, determinando-se, naquele
momento, condi¢do controle (C: controle/sem aplicacdo; N.C [n=7]) para a variavel
aplicacéo de géis para controle do desgaste erosivo, com diferentes principios ativos.
Outro terco, isto é, outros 7 dentes, tiveram a superficie dentinaria submetida a
aplicacao de gel placebo/sem principio ativo (P; N.P [n=7]): com micropincel (Brush
Fine Aplicadores Descartaveis, KG Sorensen, Cotia/SP - Brasil), em fina camada, e,
apos acao passiva por 5 min, remocéo com hastes flexiveis com pontas de algodéo
(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. Conforme este protocolo, o tergo



49

remanescente foi submetido a aplicagdo de gel com digluconato de clorexidina a
0,12% (N.CHX [n=7]) (Figura 4.3).

Figura 4.3 - Aplicacdo dos géis para prevencdo/controle do desgaste erosivo (C: controle/sem
aplicacédo; P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%)

Fonte: O autor

Os espécimes submetidos a ciclagem de pH, para fatidico estabelecimento do
substrato erodido (E), foram tratados, quanto a aplicacdo dos géis para
prevencgdo/controle do desgaste erosivo, exatamente da forma como acima descrito
(E.C [n=7], E.P [n=7], E.CHX [n=7]). Foram, entdo, armazenados, por 12 h, em
temperatura ambiente, em saliva artificial e submetidos a ciclagem de pH, por 5 dias.
Trés vezes ao dia (8, 13 e 18 h), por 5 minutos, foram desafiados pelo refrigerante a
base de cola (Coca-Cola®; um novo frasco aberto a cada desafio), em temperatura
ambiente; antes e depois, foram devidamente lavados, por 20 s, com agua destilada
(Figura 4.4); e nos intervalos entre os desafios, inclusive durante a noite, foram

armazenados em saliva artificial, substituida diariamente.
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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®; um novo frasco aberto a cada desafio), trés
vezes ao dia (8, 13 e 18 h), por 5 minutos, durante 5 dias, e armazenagem em saliva
artificial, substituida diariamente, nos intervalos entre os desafios e durante a noite

Fonte: O autor

J& os espécimes a serem submetidos a ciclagem de pH associada a
escovacgdo, para estabelecimento do substrato erodido-abrasionado (EA), foram
tratados com os géis e pelo refrigerante/saliva artificial exatamente como o substrato
erodido.

Realizou-se, porém, 2 vezes ao dia (apds o primeiro e o ultimo desafio 4cido
de cada dia), nos 5 respectivos dias, escovacdo, por 30 s, com escova elétrica
oscilatorio-vibratéria (Escova Dental Elétrica Oral-B Professional Care 5000; Procter
& Gamble Co., Cincinnati/OH - EUA; 48800 movimentos/min) associada a cabeca
circular de cerdas extra macias (Refil para Escova Elétrica Oral-B Sensitive Clean;
Procter & Gamble Co., Cincinnati/OH - EUA). Para tal, utilizou-se for¢a padronizada e
constante (2,5 N, indicados pelo acendimento de luz vermelha no cabo da escova e/ou
carinha com boca evertida no indicador de pressdo do SmartGuide™ constituinte do
kit da escova), e uma gota (~105 pL) de dentifricio com fldor (Colgate Maxima
Protecédo Anticéaries, Palmolive Co., Sdo Bernardo do Campo/SP - Brasil) diluido em
agua destilada, na proporcao de 1:2 (50 g de dentifricio para 100 g de agua, conforme
especificacdes 1SO/14569-1, 2007), dispensada sobre a dentina com auxilio de
micropipeta.

Tanto a escova, quanto cada espécime, foram posicionados, de maneira
padronizada, e mantidos fixos, durante a escovacdo, por meio da utilizacdo de um

dispositivo metalico desenvolvido especificamente para este fim (Figura 4.5A a 4.5F).
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Entre cada escovacdo, de cada espécime, as cerdas foram lavadas com &gua
destilada.

Figura 4.5 - A e B: Escovagédo de um espécime em dispositivo metalico desenvolvido especificamente
para este fim; C: Diluicdo de dentifricio com flor em &gua destilada, na proporcao de 1:2
(50 g de dentifricio para 100 g de 4gua, conforme especificacdes 1SO/14569-1, 2007); D:
Indicacé@o de forca aplicada durante escovacdo (2,5 N) por meio de carinha com boca
evertida no indicador de pressdo do SmartGuide™ constituinte do kit da escova; E e F:
Micropipeta utilizada para dispensar gota (~105 L) de dentificrio diluido em agua sobre a
dentina

sracon LA KNI

20-200ul

Fonte: O autor

4.4 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 fosforico a 37% (Etching Dental Gel, Dentsply
Industria e Comércio; Rio de Janeiro/RJ, Brasil), por 15 s, lavadas pelo dobro do
tempo, e secas com papel absorvente. Em seguida, receberam aplicacédo do sistema
adesivo condicione e lave simplificado Adper™ Single Bond 2® (3M ESPE Division,
St. Paul/MN - EUA), conforme recomendacdes do fabricante: de forma ativa (15 s),
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em duas camadas finas (Figuras 4.6A a 4.6D), com um leve jato de ar para facilitagédo
da evaporacdo do solvente, e fotoativacdo por 10 s (1000 mW/cm?; Radii-cal, SDI,
Bayswater/Vitoria - Australia).

Figura 4.6 - A: Condicionamento da superficie de dentina de todos os espécimes com acido fosforico a
37%, por 15 s; B: Lavagem pelo dobro do tempo; C: Secagem com papel absorvente; D:
Aplicacdo de adesivo, de forma ativa (15 s), em duas camadas finas, com um leve jato de
ar para facilitacdo da evaporacdo do solvente, previamente a fotoativacéo por 10 s

Fonte: O autor

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 e cada um deles foi fotoativado por 20 s
(Figuras 4.7A a 4.7D).
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Figura 4.7 - A: Aposi¢éo do primeiro incremento de resina composta sobre o substrato; B: Acomodagao
com espatula; C: Mensuragdo de espessura (~2 mm), com paquimetro, apés
acomodacéao; D: fotoativacéo por 20 s

Fonte: O autor

45 TESTES DE MICROTRACAO

O conjunto espécime dentario-resina composta foi levado a maquina de corte
para seccionamento e obtencédo de palitos constituidos de resina composta e dentina,
com area de secédo transversal de aproximadamente 0,81 mm? (Figuras 4.8A a 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 secdo transversal de aproximadamente 0,81 mm?
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Fonte: O autor

Os palitos obtidos, para este estudo, de cada dente, foram individualmente
fixados com um adesivo a base de cianocrilato, pelas extremidades, a um “Jig de
Geraldeli”, dispositivo especifico para testes de microtracio, e levados a uma maquina
de testes universal Instron 5942 (Instron Industrial Products, Grove City/PA - EUA)
(Figuras 4.9A e 4.9B). Foram, entéo, 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.
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Figura 4.9 - A: Fixacdo de um palito pelas extremidades a um “Jig de Geraldeli”; B: Adaptacdo do
dispositivo contendo o palito em maquina de testes universal Instron 5942, para teste sob
forca de tracdo (célula de carga de 50 kgf) perpendicular & interface adesiva, a uma
velocidade de 0,5 mm/min

Fonte: O autor

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 em MPa.

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 determinacao do padréo de fratura (adesiva-

A, mista-M, coesiva em dentina-CD, coesiva em resina-CR) (Figuras 4.11A a 4.11H).
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Figura 4.10 - Microscépio digital utilizado para analise das superficies fraturadas de ambos os
segmentos de cada palito testado

Fonte: O autor

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

A

Fonte: O autor
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4.6  AVALIACAO EM MCVL

Um dente extra para cada grupo foi tratado exatamente como os outros, mas
o corante fluorescente rodamina B foi previamente adicionado (0,16 mg/mL; D’Alpino
et al., 2006a; D’Alpino et al., 2006b) ao sistema adesivo para permitir a avaliagéo
qualitativa da interface adesiva. Tais dentes foram seccionados apenas mésio-
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 mésio-distalmente, para avaliagdo
gualitativa da interface adesiva por meio de MCVL

Fonte: O autor

4.7 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Quanto a variavel de resposta quantitativa, os testes de Analise de Variancia

a 2 critérios e de Tukey foram 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
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possiveis peculiaridades da camada hibrida e dos tags formados para cada grupo

experimental.
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5 RESULTADOS

Analisando-se os dados obtidos pdde-se observar que, diferentemente da
variavel aplicacdo de géis para prevencao/controle do desgaste erosivo (p=0,359), a
variavel condicdo do substrato dentinario exerceu influéncia significante sobre os
resultados (p<0,001). Ademais, ndo houve interacéo entre elas (p=0,856).

Os valores médios de RU (MPatxdp) do conjunto sistema adesivo-resina
composta a dentina em funcdo da condigcédo desse substrato (N: normal; E: erodido;
EA: erodido-abrasionado) e da aplicacao de géis para prevencao/controle do desgaste
erosivo (C: controle/sem aplicagéo; P: placebo/sem principio ativo; CHX: digluconato

de clorexidina a 0,12%), sédo descritos na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Valores médiostdesvio padréo de resisténcia de unido (MPa) do conjunto sistema
adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina em funcao da condicao
desse substrato (N: normal; E: erodido; EA: erodido-abrasionado) e da aplicagéo de géis
para prevencao/controle do desgaste erosivo (C: controle/sem aplicacéo; P: placebo/sem
principio ativo; CHX: digluconato de clorexidina a 0,12%)*

C P CHX
N 46,2+16,0% 49,6+15,7/2 47,1+9,2Aa
E 26,746,182 35,0+11,2B% 34,8+10,652
EA 33,3%6,782 34,316,582 36,719,382

*Diferentes letras mailsculas indicam diferencga estatisticamente significante (p<0,05) em cada coluna
para a variavel substrato dentinario (N, E, EA). Diferentes letras mindsculas indicam diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) aplicagcdo de géis para prevencao/controle do desgaste erosivo
(C, P, CHX)

Fonte: O autor

Ha que se apontar, pois, que os valores de RU ao substrato erodido e ao
erodido-abrasionado, equivalentes entre si, foram sempre inferiores aqueles ao
substrato normal, independentemente da aplicacéo, ou ndo, de qualquer um dos géis
para prevencédo/controle do desgaste.

Quanto a determinagdo do padréo de fratura dos palitos testados, pode-se
observar que as falhas adesivas e mistas foram predominantes em relagdo as

coesivas, independentemente se em dentina ou em resina (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2 - Percentual (%) de falhas do tipo adesiva (A), mista (M), coesiva em dentina (CD) ou
coesiva em resina (CR) em funcdo em fungdo da condicdo desse substrato (N: normal; E:
erodido; EA: erodido-abrasionado) e da aplicacdo de géis para prevencédo/controle do
desgaste erosivo (C: controle/sem aplicacdo; P: placebo/sem principio ativo; CHX:
digluconato de clorexidina a 0,12%)

_ _ Percentual de falhas (%)
Condicao experimental

A M CD CR

N.C 68,3 21,9 9,9 0,0
N.P 75,7 10,8 13,5 0,0
N.CHX 63,4 26,8 7,3 2,4
E.C 33,3 66,7 0,0 0,0
E.P 50,0 47,8 2,2 0,0
.CHX 45,0 55,0 0,0 0,0
EA.C 78,1 22,0 0,0 0,0
EA.P 57,8 37,8 4,4 0,0
EA.CHX 76,9 23,1 0,0 0,0

Fonte: O autor

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 que a presenca de tags
resinosos se manifesta em maior nimero e comprimento nos substratos submetidos
a desafio erosivo inicial, ou seja, o0 erodido e o erodido-abrasionado,
independentemente da aplicacdo de qualquer estratégia para controle da progressao
do desgaste. Dentre eles, para o substrato erodido, ha uma identificavel camada
escura subjacente a de adesivo propriamente dito, entre 0s tags resinosos,
representacdo da menor concentracdo de material marcado por rodamina B. Para o
substrato erodido-abrasionado, verifica-se camada hibrida devidamente expressa por
anuviado vermelho subjacente a camada de adesivo, mais e menos espessa,

respectivamente, que a estabelecida no substrato normal e erodido (Figuras 5.1 a 5.9).



Figura 5.1 - Imagem de MCVL de
interface adesiva
estabelecida em
substrato normal (N)
sem aplicagéo de gel
(C: controle)

Figura 5.2 - Imagem de MCVL da
interface adesiva
estabelecida em
substrato normal (N)
com aplicacéo de gel
placebo/sem principio
ativo (P)
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Figura 5.3 - Imagem de MCVL da

interface adesiva
estabelecida em
substrato normal (N)
com aplicacdo de gel
com CHX a 0,12%
(CHX)

Fonte: O autor
Legenda: RC = resina composta; A = adesivo; CH = camada hibrida; TR = tags resinosos; D=dentina.

Figura 5.4 - Imagem de MCVL da  Figura 5.5 - Imagem de MCVL da Figura 5.6 - Imagem de MCVL da
interface adesiva interface adesiva interface adesiva
estabelecida em estabelecida em estabelecida em
substrato erodido (E) substrato erodido (E) substrato erodido (E)
sem aplicacéo de gel com aplicacdo de gel com aplicacédo de gel
(C: controle) placebo/sem com CHX a 0,12%

principio ativo (P) (CHX)

Fonte: O autor
Legenda: RC = resina composta; A = adesivo; CH = camada hibrida; TR = tags resinosos; D=dentina.
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Figura 5.7 - Imagem de MCVL da
interface adesiva
estabelecida em
substrato erodido-
abrasionado (EA) sem
aplicacao de gel (C:
controle)

Fonte: O autor
Legenda: RC = resina composta; A = adesivo; CH = camada hibrida; TR = tags resinosos; D=dentina.

Figura 5.8 - Imagem de MCVL da

interface adesiva
estabelecida em
substrato erodido-
abrasionado (EA) com
aplicacédo de gel
placebo/sem principio
ativo (P)

Figura 5.9 - Imagem de MCVL
da interface adesiva
estabelecida em
substrato erodido-
abrasionado (EA)
com aplicacdo de
gel com CHX a
0,12% (CHX)
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6 DISCUSSAO

A conducao de estudos concernentes ao tratamento restaurador/reabilitador
do desgaste dentario pode ser considerada sobremaneira necessaria e relevante por
ocasido de sua crescente prevaléncia na populacédo adulta: desde a mais jovem, na
faixa dos 20 anos de idade (Brusius et al., 2018; Heikkinen et al., 2018; Jaeggi; Lussi,
2006; Van't Spijker et al., 2009), até a mais idosa, naquela dos 70 anos de vida (Van't
Spijker et al., 2009; Bachanek et al., 2016; Brusius et al., 2018). Para esta ultima,
parece ser de especial valia, visto que a evolu¢do de um processo degenerativo dessa
natureza sofre influéncia do tempo em que o0s multiplos estimulos atuam
dinamicamente sobre os dentes (Bartlett; Smith, 2000; Mair, 2000; Meurman; Sorvari,
2000).

Dentre tais estimulos, aqueles relacionados a eroséao dentaria frequentemente
derivam do contato dos dentes com acido de fonte exdgena, proveniente da dieta,
constituida da ingesta contumaz, por exemplo, de bebidas carbonatadas (al-Dlaigan
et al., 2001; Amaechi; Higham, 2001; Tahmassebi et al., 2006), como os refrigerantes
a base de cola (Larsen; Nyvad, 1999; Lussi et al., 1993, 2004; Meurman; Frank, 1991;
West et al., 2001). Esse tipo de refrigerante, apesar de apresentar capacidade tampéo
inferior a apresentada por sucos de frutas e conter, principalmente, acido fosférico,
potencialmente menos erosivo que o acido citrico, apresenta, além da baixa
concentracdo de ions calcio, fosfato e fluoretos, um dos menores valores de pH dentre
as bebidas &cidas (Larsen; Richards, 2002; West et al., 2001). Favorece, pois, 0
amolecimento superficial e a potencial perda tecidual, por desmineralizacdo, do
esmalte, processo que avancga ciclicamente, até a conseqguente exposicdo da dentina
subjacente (Koulourides et al., 1968; Schweizer-Hirt et al., 1978; Eisenburger et al.,
2000). Esse substrato, entdo, vulneravel ao desafio erosivo, desmineraliza-se e
apropria-se de aspecto caracteristico: os tubulos dentinarios mostram embocaduras
abertas e ampliadas, e a zona intertubular, a matriz organica exposta (Ganss et al.,
2007b, 2014).
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Simultaneamente aos agentes classicamente erosivos, atuam na
determinacdo da perda de estrutura dentaria fatores mecéanicos, relacionados a
abrasdo, notadamente representados pela escovacdo com dentifricio abrasivo
(Ganss; Lussi, 2014; Shellis; Addy, 2014), na dependéncia, a propoésito, de sua
frequéncia, duracéo e forca, bem como, sobretudo, do dentifricio empregado (Addy;
Hunter, 2003; Ganss et al., 2007a, 2009).

O esmalte amolecido, é, nessa perspectiva, mais suscetivel ao desgaste
mecanico (Attin et al., 2004; Ganss; Lussi, 2014; Kato et al., 2009; Magalhaes et al.,
2008), o que indica que a escovacao, apOs contato dos dentes com substancia
erosiva, deve ser postergada (Kato et al., 2009). Quanto a dentina desmineralizada,
nao parece ser tdo propensa a abrasao subsequente como o esmalte, ja que, como
dantes destacado, a trama de colageno exposta pelo desafio acido é compactada,
mas ndo removida por forcas mecéanicas de até 4 N (Ganss et al., 2007b, 2009; Kato
et al., 2009; Hannas et al., 2016). Por principio, as proteases do préprio hospedeiro é
gue propiciam, por meio da degradacéao das fibrilas colagenas expostas, a progressao
do desgaste erosivo, e erosivo-abrasivo, em dentina (Tjaderhane et al., 1998; Sulkala
et al., 2001; Hannas et al., 2007; Magalh&es et al., 2008; Kato et al., 2009; Wang et
al., 2014; Giacomini et al., 2017).

De qualquer maneira, mormente se somados os efeitos, em longo prazo, da
erosdo e da abrasdo dentarias, pode tornar-se o desgaste deles advindo deveras
avancado, e a restauracdo dos dentes acometidos, com resina composta, imperativa
(Jaeggi et al., 2006; Reis et al., 2009). Via de regra, € este 0 material mais indicado
para restabelecimento da funcéo e da estética dos elementos dentarios, ou mesmo,
Nnos casos mais incipientes, para a terapia do substrato dentinario que manifeste
hipersensibilidade (Davis; Winter 1977; Hemmings et al., 2000; Litonjua et al., 2003;
Lussi et al., 2004; Bartlett; Sundaram, 2006; Reis et al., 2009; Dietschi; Argente, 2011).

O sucesso do tratamento, por sua vez, parece limitado a condicéo
desfavoravel do substrato dentinario, erodido em particular, ao estabelecimento de
interfaces adesivas efetivas e duradouras (Nakajima et al., 1995; Yoshiyama et al.,
1995, 1996; Zimmerli et al., 2012). De imediato, a presenca da trama colagena da
dentina, que ndo a derivada propriamente de seu condicionamento com acido
fosférico, relaciona-se a infiltragcdo inadequada dos monémeros resinosos (Zimmerli
et al., 2012), e o elevado contetdo de agua prejudica a polimerizacdo do adesivo
(Sano et al., 1995; Hashimoto et al., 2003a, 2003c, 2003b; Zimmerli et al., 2012). Com
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0 passar do tempo, ambos favorecem sua degradacéo, em fungéo da destruicdo, por
meio da acdo das enzimas proteoliticas da dentina, justamente das fibrilas expostas
e ndo completamente impregnadas por adesivo (Sano et al., 1995; Hashimoto et al.,
2003a; Mazzoni et al., 2006; Zimmerli et al., 2012).

Relativamente ao substrato EA, por sua vez, néo é fatidicamente estudado na
seara acima discutida, ainda que seja 0 panorama que faz jus a condicdo mais
frequentemente encontrada em clinica (Ganss; Lussi, 2014). Em contrapartida,
comparativamente ao substrato tdo somente erodido, € o panorama considerado
promissor quando da avaliacdo do papel de inibidores de proteases na
prevencao/controle da perda de estrutura dentaria por desgaste (Kato et al., 2009).
Dai a inferéncia de ter sido mesmo proficuo conduzir o presente trabalho.

Inoportunamente, todavia, ainda que se supusesse que a CHX poderia
ensejar, quando aplicada como agente para prevencdo/controle do desgaste,
substrato dentinario erodido e, pioneiramente, erodido-abrasionado, mais favoraveis
ao estabelecimento de interface adesiva, nao fora isso o revelado pelos resultados
obtidos. Tanto quando da aplicacdo da CHX, veiculada por um gel, quanto quando da
do gel placebo e da nao aplicacéo, foram os valores de RU a dentina erodida similares
aqueles a erodido-abrasionada e, ambos, inferiores aqueles a dentina normal.
Assente-se que os valores de RU obtidos tenham permitido analise véalida do proposto,
retratando fidedignamente a qualidade da unido resina composta-substrato dentinario,
haja vista, sempre, em respeito a analise do padréo de fratura dos palitos testados, a
maior frequéncia de falhas adesivas e/ou mistas, comparada a de coesivas (Carrilho
et al., 2007a, 2007b; Komori et al., 2009; Loguercio et al., 2009; Breschi et al., 2010b;
Francisconi-dos-Rios et al., 2015b).

Estudos prévios demonstraram que a CHX é capaz de quelar ions metalicos,
dos quais depende a atividade das proteases MMPs e CCs (Brackett et al., 2007;
Carrilho et al., 2007a; Hebling et al., 2005; Nascimento et al., 2011; Scaffa et al., 2012;
Tersariol et al., 2010). Sua porc¢éo cationica liga-se com a anidnica de constituintes do
substrato dentinario, tanto mineralizado, quanto desmineralizado (Carrilho et al., 2010;
Kim et al., 2010). Entretanto, os cloretos de calcio ou sddio (Magalhaes et al., 2009;
Breschi et al., 2018), por exemplo, sdo capazes de apartar a CHX de ambos os tipos
de dentina, revelando que a ligacdo entre ela e o substrato é apenas eletrostatica (Kim
et al., 2010).
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Ora pode-se conjecturar, num primeiro momento, que a aplicacao do gel de
CHX a 0,12%, apoés desafio erosivo inicial, mas previamente a ciclagem de pH, ou a
ciclagem de pH entremeada por escovacao simulada, tenha sido ineficaz em controlar
a progressdao do desgaste, determinando, pois, substrato erodido e erodido-
abrasionado, respectivamente, com atributos equivalentes aos daqueles em que néo
se processou tal aplicacdo, e mesmo em que se processou a do gel placebo. Também
0 sugeriram Farias-Neto et al. (2018), ainda que tenham utilizado solucdo de CHX a
2% (ndo gel a 0,12%), para prevencao, talvez ndo controle, do desgaste tdo-s6
erosivo, e mesmo como primer antiproteolitico constituinte do tratamento adesivo do
substrato.

Nesse ambito, originalmente verificaram Francisconi-dos-Rios et al. (2015a;
2015b) que tal solucdo nao foi capaz de tornar os valores de RU a dentina erodida
equivalentes aqueles verificados para a dentina normal, seja imediatamente, seja
apos envelhecimento (6 ou 12 meses); e mesmo que, a 2%, 0sS conservasse estaveis
por até 6 meses, mas ndo doze. Mais tarde, o uso dessa mesma solucédo, com mesma
finalidade, reduziu os valores de resisténcia de unido a dentina normal e a erodida,
mesmo que apenas aqueles a primeira tenham sido negativamente acometidos pelo
passar do tempo (Giacomini et al., 2017). Outra vez, por fim, tal uso, agora seguido
de lavagem, estabeleceu valores de RU a dentina erodida equivalentes aqueles
guando do nao uso e inferiores aqueles a dentina normal (Deari et al., 2017).

E importante destacar, porém, que a eficacia dos agentes antiproteoliticos na
prevencao/controle da progressdo do desgaste erosivo em dentina €
comprovadamente associada ao veiculo utilizado para seu carreamento (Kato et al.,
2010a). A aplicacado unica de géis contendo inibidores de proteases € mais efetiva que
multiplos bochechos com solucbes dos mesmos, sob protocolos similares para
determinacao do substrato erodido (Magalhées et al., 2009; Kato et al., 2010a; Hannas
et al., 2016). Kato et al. (2010a) conseguiram, por sinal, inibir completamente o
desgaste erosivo com um gel a base de clorexidina. Mais recentemente, Boteon et al.
(2017a) também obtiveram este resultado, ao comparar tal gel com um a base de
proantocianidina, agente antiproteolitico e também indutor do estabelecimento de
ligacOes cruzadas entre as fibrilas de colageno.

Ha que se acreditar, entdo, que a aplicacdo do gel de CHX, no presente
estudo, tenha salvaguardado a matriz coladgena tanto da dentina submetida a desafio

erosivo, quanto daquela submetida a desafio erosivo-abrasivo. Ndo deve ter havido,



67

em ambos 0s casos, veraz perda tecidual; por presumivel, a desmineralizacdo do
substrato, mesmo que superficial, e associada a compactacéo da por¢do organica, na
devida ordem, deve ter bastado para minorar sua predisposicdo a impregnacao do
sistema adesivo condicione e lave simplificado empregado.

Subsidiam esta conjectura as diferengas encontradas nas imagens de MCVL
entre os distintos substratos, independentemente do tratamento recebido quanto ao
controle do desgaste. Tags resin0sos em maior nhimero e comprimento, para o
segundo caso, em que se submeteu os espécimes a desafio erosivo inicial, podem
ser considerados reflexo da desmineralizagdo, prévia a propiciada pela ciclagem de
pH e também pelo préprio condicionamento com acido fosforico, que resulta, tipica e
fundamentalmente, na exposi¢ao e ampliagdo da embocadura dos tubulos dentinarios
(Meurman et al., 1991). Sobra, entdo, menor area para entrelacamento das fibrilas
coldgenas com o sistema adesivo, ou seja, para formacao da camada hibrida, genuina
responsavel pela adesao ao substrato dentinario (Yoshiyama et al., 1995).

Ademais, uma identificAvel camada escura subjacente a de adesivo
propriamente, entre os tags resinosos para o substrato erodido, representacdo da
menor concentracao de material marcado por rodamina B, pode ser inferéncia de que
toda a espessura da trama de colageno da dentina desmineralizada ndo fora
devidamente impregnada pelo sistema adesivo, ou que nado tenha se processado,
devido a intensa umidade, adequada conversdo dos monémeros em polimeros,
qguadros relacionados a menor predisposicdo comprovada desse substrato a adeséo
de materiais resinosos (Cruz et al., 2012; Zimmerli et al., 2012).

Em ambito intermediario, verifica-se camada hibrida devidamente expressa
por anuviado vermelho subjacente a de adesivo propriamente dito para o substrato
erodido-abrasionado, o que poderia debater a adequada impregnacdo dos
mondmeros resinosos na maior parte da parcela desmineralizada.

De qualquer sorte, ela parece mais e menos espessa, respectivamente, que
a estabelecida no substrato normal e erodido, possivelmente assinalando a peculiar
compactacdo da trama colagena superficial, pela escovacdo, do substrato
desmineralizado. Isso néo se reflete, entretanto, em valores de RU a dentina erodido-
abrasionada distintos daqueles a erodida, em consonancia com o fato de a abraséo
sobre a dentina erodida néo resultar em alteragdo da conformacéo histolégica de tal

substrato (Ganss et al., 2007a).
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Ha de se salientar, por fim, que ainda que a CHX nao tenha favorecido o
estabelecimento de interface adesiva nos substratos erodido e erodido-abrasionado,
ao mesmo tempo nao o prejudicou de modo algum, em equivaléncia tdo s6 ao veiculo
utilizado para carrea-la, admitindo sua aplicacdo como alternativa no controle da
progressdo do desgaste dentinario, sem adicional prejuizo a possivel subsequente
restauracao de tal comprometimento. A fim de incrementa-lo, como outrora apontado,
implementar-se-iam medidas menos ou mais invasivas, para eliminar a camada
organica (Deari et al., 2017; Augusto et al., 2018), em por¢cdo mais superficial da
dentina, o que torna os resultados do presente trabalho de certa forma bastante
interessantes. O mesmo encerra-se valido no que tange a investigacao longitudinal
da RU ao substrato dentinario em funcdo dos fatores em estudo (Anexo B), com o
intuito de se compreender o papel que exercem na famigerada, e indesejavel,

degradacéao das interfaces adesivas.
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7 CONCLUSAO

Conclui-se que a aplicagcdo de gel de CHX, para prevengéao/controle do
desgaste, ndo tem efeito na resisténcia de unido (RU) do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida e erodido-
abrasionada, comparada a normal.

Rejeita-se, pois, a hipdtese alternativa proposta, ja que tal gel ndo foi capaz
de determinar, por meio da preservacao/controle do desgaste, substrato erodido, ou
erodido-abrasionado, tdo favoravel a adesdo com os materiais resinosos quanto o

normal, mesmo que nédo o tenha desajudado ainda mais.
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ANEXO A — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo aprovando a conducdo do
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Nuamero do Parecer: 2.701.808

Apresentacao do Projeto:

O estabelecimento de interfaces adesivas no substrato dentinario erodido, teoricamente pobre em minerais,
revestido por matriz organica exposta, é pouco promissor. Favorecem-no apenas a asperizagao ou, quando
do uso de adesivos universais, a desproteinizagdo com hipoclorito de sédio. Manter a camada de fibrilas
colagenas, por meio do uso de inibidores de proteinases, talvez mesmo que compactada por abrasao, pode
ser conveniente, ja que desempenha importante papel nos processos de des e remineralizagao, inclusive
contendo a progressado do desgaste erosivo e erosivo-abrasivo, e no estabelecimento de uma camada
hibrida propriamente dita. Neste projeto sera avaliada a resisténcia de uniao do conjunto sistema adesivo
condicione e lave simplificado-resina composta a dentina, considerando-se como fatores experimentais a
condigao desse substrato em trés niveis (N-normal; E-erodido; EA-erodido-abrasionado), e a aplicacao de
um gel para prevencao/controle do desgaste erosivo em trés niveis (C-controle/sem aplicagao; P-
placebo/sem principio ativo; e

CHX-digluconato de clorexidina a 0,12%). Para determinagao do substrato normal, a dentina superficial
oclusal de terceiros molares sera apenas submetida a agao de uma lixa de SiC (#600; 1 min; N); para a do
erodido e do erodidoabrasionado, sequencialmente, de pronto, a desafio erosivo inicial (Coca-Cola®; 5 min).
Aplicar-se-a sobre ela, entdo, ou nao (controle/sem aplicagao), um dos géis: placebo/sem principio ativo; ou
a base de CHX a 0,12%. Aquela de inicio desmineralizada ainda sera submetida a ciclagem de pH (Coca-
Cola®; imersdes de 5 min, 3x/dia,
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5 dias), determinando-se, fatidicamente, o substrato erodido (E), ou a ciclagem de pH associada a
escovagao (escova elétrica/dentifricio sem flior diluido em agua, 2,5 N, 30 s, 2x/dia, apés 12 e ultimo
desafios acidos), determinando-se o substrato erodido-abrasionado (EA). Apds condicionamento (H3PO4 a
37%; 15 s; lavagem 30 s; secagem com papel absorvente), o adesivo AdperTM Single Bond 2® sera
aplicado em todos os espécimes e a porcdo coronaria, reconstruida com a resina FiltekTM Z350®.
Transcorridas 24h (dgua destilada/37C), os espécimes serdo seccionados em palitos e testados (TBS; 0,5
mm/min). Os valores de RU obtidos serao organizados considerando-se cada dente como unidade
experimental e os testes de Andlise 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 avaliagao
qualitativa da interface adesiva por meio de Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo in vitro é avaliar, o efeito de um gel de CHX, usado para prevengao/controle do
desgaste, na resisténcia de unido (RU) do conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina
composta a dentina erodida e erodida-abrasionada, comparada a normal.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os ricos sdo minimos pois trata-se de estudo, realizado em laboratério, utilizando-se terceiros molares
humanos higidos extraidos, doados pelo Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia -
USP. Nao havera beneficio direto para o "sujeito da pesquisa", sua realizagao visa avaliar, de imediato, o
efeito de um gel de CHX, usado para prevencao/controle do desgaste, na resisténcia de unido (RU) do
conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina composta a dentina erodida e
erodidaabrasionada, comparada a normal, uma vez que se tem valorizado, cada vez mais, a busca por
estratégias que favorecam o estabelecimento de interfaces adesivas, ja imediatamente, a substratos
desfavoraveis a interagdo com materiais resinosos, via de regra encontrados em clinica. Futuramente o
paciente que apresentar risco a tais tipos de desgastes dentarios e necessidade de uma restauragado do
defeito com resina composta, podera ser beneficiado.
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa adequada.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Foram apresentados: Projeto detalhado, informagdes basicas do projeto, folha de rosto, termo de doagédo do
Biobanco, Autorizagdes para uso do lab. de dentistica e para uso do microscépio confocal de varredura a
LASER(CEFAP). TCLE esta dispensado por serem utilizados terceiros molares humanos higidos, doados
pelo Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia - USP, estando devidamente justificado
no projeto.

Recomendacoes:

Tendo em vista a legislacao vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da opcéo "Enviar Notificagao" (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 apreciagao.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Nao ha pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informag6es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 24/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1138934.pdf 12:17:38
Qutros Duvidas_Termos_Condicoes_uso_Valor| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
es_CONFOCAL_CEFAP.pdf 10:37:15 | Francisconi dos Rios

Qutros Carta_AutorizacaoUso_LabDentistica_G| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
iovanni.pdf 10:36:25 [Francisconi dos Rios

Qutros Autorizacao_Anuencia_uso_Confocal C| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
EFAP.pdf 10:35:54 | Francisconi dos Rios

Qutros Termo_Doacao_Biobanco_Assinado.pdf| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
10:33:35 |Francisconi dos Rios

Enderego: Av Prof Lineu Prestes 2227

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-900

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3091-7960 Fax: (11)3091-7814 E-mail: cepfo@usp.br

Pagina 03 de 04




90

USP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DA
UNIVERSIDADE DE SAO

Continuagao do Parecer: 2.701.808

KRBroa ™

Projeto Detalhado/ |PROJETO_DETALHADO_CEP.pdf 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito

Brochura 10:32:21 Francisconi dos Rios

Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto_Assinada.pdf 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
10:31:36 | Francisconi dos Rios

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
SAO 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, e as alteracdes que a ele se
fizeram necessarias, bem como anuindo continuidade do trabalho e adaptacfes
primordiais a publicacéo de todos e cada um deles

4NN USP - FACULDADE DE
-, t‘g : ODONTOLOGIA DA Q@”W“M e
O UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Resisténcia de uniao a dentina erodida e erodido-abrasionada em fungao da aplicagao
de clorexidina para controle do desgaste

Pesquisador: Luciana Favaro Francisconi dos Rios

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 90342218.6.0000.0075

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

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.011.529

Apresentacgao do Projeto:

Este projeto de pesquisa foi devidamente avaliado e teve parecer aprovado em 08/06/2018 sob o
n°2.701.808. Agora esta sendo submetida para avaliagdo uma emenda assim justificada:
Encaminho ao Comité de Etica em Pesquisa (Seres Humanos) da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sao Paulo relatério dos resultados obtidos, até o momento, da condugao do projeto de
pesquisa “Resisténcia de unido a dentina erodida e erodida-abrasionada em fungao da aplicagao de
clorexidina para controle do desgaste”. Pede-se que se considere a corregao gramatical do titulo supra
mencionado para “Resisténcia de unidao a dentina erodida e erodidO-abrasionada em fungao da aplicagao
de clorexidina para controle do desgaste”. Por conseguinte, que o termo “dentina erodida-abrasionada” seja
lido “dentina erodidO-abrasionada” sempre que se apresentar. H4 de se destacar que o trabalho foi
desenvolvido, em seus pormenores metodoldgicos, a excegao da utilizagdo de um dentifricio fluoretado ao
invés do indicado, sem fltor (indisponivel no mercado nacional), conforme proposto e respeitando-se o
cronograma apresentado. Todavia, originalmente, todos os palitos obtidos para cada grupo experimental
seriam testados imediatamente (1), tdo logo seccionados os espécimes que a eles dariam origem. Optou-se,
no entanto, por se testar imediatamente apenas um tergo do total dos palitos obtidos para cada dente e
armazenar os demais em saliva artificial, a 37°C, para que sejam testados depois de transcorridos 6 meses
(segundo tergo) ou 12 meses (terceiro tergo) de envelhecimento, periodos correspondentes a 02/01/2019-
14/04/2019 e a 02/07/2018-14/10/2018,
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respectivamente. Por conseguinte, adiciona-se o fator tempo, em trés niveis (imediato, 6 meses e 12
meses), ao estudo. Ademais, o espécime extra de cada grupo, avaliado qualitativamente por meio de
Microscopia Confocal de Varredura a Laser, foi similarmente armazenado em saliva artificial para ser
novamente avaliado ap6s envelhecimento (depois de 6 e 12 meses). Tal estratégia nos permitira robustecer
os resultados obtidos (dados longitudinais de média e relativamente longa duracéo) e, quica, multiplicar as
possibilidades de divulgagdo em eventos cientificos e por meio de publicagées em revistas especializadas.
Salutar ressaltar que, apesar das alteragdes, devidamente destacadas por negrito, italico e

sublinhado em arquivo denominado “Projeto_Detalhado_Emenda”, ndo sédo comprometidos nenhum dos
aspectos éticos do trabalho, ja que o nimero de dentes humanos utilizados e o fim de cada um deles nao se
modificam. Solicita-se, que o CEP aprecie, do ponto de vista ético, as alteragdes reportadas e, por
conseguinte, aprove o relatério apresentado e a

continuidade da pesquisa. Dé o mesmo, ainda, anuéncia a apresentagdo dos resultados obtidos até o
momento, sob titulo apenas gramaticalmente corrigido (“Resisténcia de unido a dentina erodida e erodido-
abrasionada em fungao da aplicagdo de clorexidina para controle do desgaste”), como dissertacdo de
mestrado de Giovanni Aguirra Liberatti, sob orientagdo da pesquisadora responsavel, a ser depositada até
15 de dezembro do corrente ano. Por derradeiro, pleiteia-se, por meio de emisséo de parecer favoravel, o
entendimento de que os dados obtidos, incluindo-se aqueles resultantes do envelhecimento dos palitos e
dos espécimes extra de cada grupo, por 6 e 12 meses, poderao ser utilizados para tratamento estatistico de
acordo com objetivos especificos de distintas publicacdes, bem como de que os titulos dos respectivos
trabalhos poderao ser, ainda, traduzidos ou modificados, para se adequarem as normas de revistas
especializadas.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo in vitro é avaliar, o efeito de um gel de CHX, usado para prevencéo/controle do
desgaste, na resisténcia de unido (RU) do conjunto sistema adesivo condicione e lave simplificado-resina
composta a dentina erodida e erodido-abrasionada, comparada a normal.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao se aplica
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
A emenda esta bem justificada e o relatério de resultados imediatos também.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Nao se aplica

Recomendacoées:

Tendo em vista a legislagéo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da opgao "Enviar Notificagao" (descrita
no Manual "Submeter Notificagao", 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 apreciagao.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Sem pendéncias.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_124221 19/10/2018 Aceito
do Projeto 1 E1.pdf 10:42:28
Outros Relatorio_Resultimediatos.pdf 19/10/2018 |Luciana Favaro Aceito

10:34:10 | Francisconi dos Rios

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

Brochura 10:29:23 | Francisconi dos Rios

Investigador

Qutros Duvidas_Termos_Condicoes_uso_Valor| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
es_CONFOCAL_CEFAP.pdf 10:37:15 | Francisconi dos Rios

Outros Carta_AutorizacaoUso_LabDentistica_G| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
iovanni.pdf 10:36:25 [Francisconi dos Rios

Qutros Autorizacao_Anuencia_uso_Confocal_C| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito
EFAP.pdf 10:35:54 | Francisconi dos Rios

Qutros Termo_Doacao_Biobanco_Assinado.pdf| 24/05/2018 |Luciana Favaro Aceito

10:33:35 | Francisconi dos Rios
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Qg

Folha de Rosto folhaDeRosto_Assinada.pdf 24/05/2018
10:31:36

Luciana Favaro

Francisconi dos Rios

Aceito

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 09 de Novembro de 2018

Assinado por:
Maria Gabriela Haye Biazevic

(Coordenador(a))
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