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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo estudar in situ o efeito protetor de um
gel & base de Cranberry aplicado sobre a dentina submetida a erosdo. Este estudo
duplo cego e cruzado constou de 2 fases com duracéo de 5 dias cada. Para tal, 10
voluntarios utilizaram2 aparelhos palatinos (um em cada fase) com 4 blocos de
dentina bovina divididos em 2 grupos. Na primeira fase estiveram presentes 0s
grupos: G1 — Acdo da bebida &acida (Coca-cola®) sobre a dentina bovina sem
nenhum tipo de tratamento prévio; G2 - Acdo da bebida acida sobre a dentina
tratada com gel a base de Cranberry e na segunda fase foi testado os grupos: G3 —
Acado da bebida sobre a dentina tratada com gel de aplicacédo topica sem nenhum
principio ativo; G4 - Agcdo da bebida acida sobre a dentina tratada previamente com
gel de Clorexidina. Cada aparelho foi imerso na bebida acida, 3x/dia, durante 5
minutos por 5 dias. A porcentagem de perda de microdureza de superficie (%PDS) e
a perfilometria foram as variaveis utilizadas para quantificar as alteragbes dadentina.
A comparacdo dos grupos por meio da analise de variancia de medidas repetidas
seguido do teste de Fisher mostrou haver diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos para o desgaste (G1: 4,98 um + 1,36; G2: 3,29 um = 1,16; G3: 4,38
pm + 1,19; G4: 3,32 um £ 1,55) e ndo apresentou diferengas entre eles na %PDS
(G1: 28,12 + 5,71; G2: 24,92 + 5,38; G3: 25,74 + 9,15; G4: 29,83 + 8,63).Assim,
quanto ao desgaste ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos controle e placebo, também ndo houve uma diferenca entre os grupos
Cranberry e clorexidina. Porém, os grupos Cranberry e clorexidina apresentaram
menores valores de desgaste em relacdo aos grupos Placebo e Controle (sem gel),
sendo esta diferenga estatisticamente significativa. Os resultados obtidos nesse
estudo sugerem uma significativa eficacia dos géis ativos a base de Cranberry e de

Clorexidina na prevencéo do desgaste da dentina submetida a eroséo dentéria.

Palavras-chave: Dentina. Erosdo Dentéria. Metaloproteinases da Matriz.






ABSTRACT

Effect of Cranberry based gel subjected to dentin of dental erosion

The aim of this study is to evaluate the in situ effect of a Cranberry gel over dentine
submitted to a erosive challenge. This crossover doble-blinded study was performed
in 2 phases of 5 days each. For that purpose, 10 volunteers wore 2 palatal devices (1
for each phase) with 4 dentin specimens divided into 2 groups: First Phase: G1 -
Erosive challenge (Coca-cola®) over dentine without any previous treatment; G2 -
Erosive challenge over dentine previously treated with Cranberry gel; and Second
Phase: G3 - Erosive challenge over dentine previously treated with a gel withot any
active principle; G4 - Erosive challenge over dentine previously treated with
Clorexidine gel. Each device was immersed into the acid beverage, 3 times daily for
5 minutes during 5 days. The surface microhardness change percentage (%SMC)
and profilometry were be used to quantify the dentin alteratons. The comparison
between groups by repeated measures analysis of variance followed by Fisher's test
showed statistically significant differences between groups for wear (G1: 4.98 + 1.36
mM, G2: 3.29 + 1 mM, 16, G3: 4.38 + 1.19 mM; G4: 3.32 = 1.55 mM) and showed no
differences b in% SMH (G1: 28.12 + 5.71; G2: 24.92 + 5.38, G3: 25.74 + 9.15; G4
29,83 £ 8,63). So as to wear there was no statistically significant difference between
the placebo and control groups.There was also no difference between Cranberry and
chlorhexidine groups. However, Cranberry and chlorhexidine groups presented lower
wear compared to placebo and control groups (without gel), and this difference was
statistically significant. The results of this study suggest a significant efficacy of active
gels based Cranberry and chlorhexidine in preventing wear of dentin subjected to

dental erosion.

Keywords: Dentin. Dental erosion.Matrix Metalloproteinases.
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1 Introducéo 17

Durante décadas a maior preocupacdo da classe odontolégica foi a carie
dentaria. Atualmente outra alteracdo, o desgaste dentario, vem chamando a atencéo
devido a sua grande prevaléncia principalmente nos ultimos vinte anos (BARTLET,
2006; ECCLES, 1979, 1974; GANSS, 2006; NUNN, 1996; RIOS et al., 2007; ZERO,
1996).

Tradicionalmente o desgaste dentario é subdividido em trés categorias:
atricdo, abrasédo e erosao (BARTLET, 2006; ECCLES, 1982, 1974; GANSS, 2006;
HARA; LUSSI; ZERO, 2006; IMFELD, 1996). A atricdo é definida como perda
superficial de estrutura dentaria resultante de contatos dentarios e a abraséo
também € tida como uma perda superficial, entretanto originada por forcas
mecanicas entre as quais destaca-se a escovacao dentaria (ECCLES, 1982;
IMFELD, 1996; MAGALHAES et al., 2009; RIOS et al., 2006, 2007).

O mecanismo causal da eroséo ja € mais complexo, podendo ocorrer por
fatores extrinsecos e/ou intrinsecos. Constitui-se na perda superficial de estrutura
dentaria devido a uma acédo quimica, sem envolvimento de microrganismos e pode
envolver inUmeros processos na cavidade bucal (ECCLES, 1979; IMFELD, 1996;
LUSSI; JAEGGI; ZERO, 2004; MEURMAN; TEN CATE, 1996; ZERO, 1996).

A erosao intrinseca é o resultado da acdo de acidos produzidos por
vomitos, como parte da anorexia ou bulimia, regurgitacdo do conteudo gastrico e
refluxos recorrentes (BARBOSA et al., 2009; BARTLETT, 2006; MAGALHAES et al.,
2009; O'SULLIVAN, 1998; RYTOMAA,1998; SCHEUTZEL, 1996; ZERO, 1996). J4 a
extrinseca ocorre por meio de acidos de origem exdgena, incluindo substancias
acidas, bebidas, alimentos ou exposicdo ambiental a agentes acidos (JAEGGI,

LUSSI, 2006; NUNN, 1996; POWELL; ECCLES, 1970; ZERO, 1996).
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Os fatores extrinsecos sao bastante frequientes e estudos de prevaléncia
e relatos de casos clinicos tém demonstrado a associacdo dos habitos dietéticos
com a erosdo dentaria (ECCLES, 1979, 1974, MEURMAN; TEM CATE, 1996;
NUNN, 1996; ZERO, 1996). A dieta que sabidamente causa eroséo inclui todos os
tipos de alimentos e bebidas acidas com baixa concentracdo de calcio e fosfato. Os
agentes erosivos caracterizam-se por serem altamente subsaturados de calcio,
fésforo e flor quando comparados a hidroxiapatita e fluoridroxiapatita (BARBOSA et
al., 2009). Isto assegura a dissolucédo dos prismas de esmalte superficiais sem a
formacdo de uma superficie de fluoridroxiapatita, ou seja, sem a formacdo de uma
lesdo subsuperficial como ocorre na carie dentaria (ECCLES, 1982; HONORIO et al.,
2010; IMFELD, 1996).

JA o componente mineral da dentina é formado por cristais de
hidroxiapatita substituiveis. Os cristais sdo pobres em calcio, fosfato e sodio e ricos
em magnésio e carbonato em comparacgdo a hidroxiapatita do esmalte e apesar de
similares em forma sdo menores que aqueles do esmalte (SILVERSTONE; HICKS,
1985). O menor tamanho apresentado pelos cristais da dentina permite uma maior
area de superficie, que é mais susceptivel ao ataque &acido. Devido a estas
caracteristicas, o pH critico para desmineralizacédo da dentina é 6,5 (SILVERSTONE;
HICKS, 1985). Os cristais de hidroxiapatita na dentina mineralizada séo encontrados

sobre e entre as fibrilas colagenas.

A matriz organica dentinaria consiste em 90% de fibrilas coldgenas
(colageno do tipo 1) (MAGALHAES et al, 2009; PASHLEY et al., 2004;
SILVERSTONE; HICKS, 1985). Os componentes nao-colagenos fazem parte dos
10% restantes e sdo compostos por fosfoproteinas da dentina, proteoglicanas e

glicosaminaglicanas (MAGALHAES et al., 2009; PASHLEY et al, 2004,
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SILVERSTONE; HICKS, 1985). Além disso, a dentina contém enzimas como as
metaloproteinases de matriz (MMP 2, MMP 8 e MMP 9). As MMPs tornam-se ativas
quando o pH cai, durante o metabolismo bacteriano ou ingestdo de bebidas acidas,
sendo que a subsequente neutralizacdo salivar permite a degradacdo da matriz
organica dentinaria, uma vez que as MMPs, embora sejam ativadas em pH acido,
nao conseguem degradar a matriz dentinaria neste pH (TJADERHANE et al., 1998).
Individuos com alta concentracdo de MMPs salivares tém maior incidéncia de cérie

(TJADERHANE et al., 1998).

Casos severos de erosao dentaria podem estar acompanhados de
exposicao dentinaria e tal fato normalmente estdo associados com a presenca de
dor e hipersensibilidade (O’'SULLIVAN et al., 1998; RIOS et al., 2007; RYTOMAA et
al., 1998). Desta forma, a prevencao deste tipo de alteracdo minimizaria a ocorréncia
de tais desconfortos ao paciente.

Em funcdo da pouca quantidade de estudos investigando o papel das
MMPs na erosdo dentaria, especula-se que devam ocorrer neste tipo de alteragéo,
processos semelhantes aos que ocorrem na carie dentaria (CHAUSSAIN-MILLER et
al., 2006). Neste sentido, a manutencdo da matriz organica de coldgeno da dentina
erodida pode diminuir a intensidade de progressao de futuros desafios erosivos e tal
fato pode ser obtido por meio do uso de inibidores das MMPs. Esta estratégia tem
sido bem sucedida com a utilizagdo da Clorexidina e do Ch& Verde como inibidores
das MMPs, atuando na redugcdo da degradacéo da matriz colagénica tanto em
estudos in vivo (HEBLING et al., 2005)como in vitro (CARRILHO et al., 2007).

Neste sentido, métodos alternativos que possam ter uma ac¢ao inibitoria
das MMPs e consequentemente a minimizacdo dos efeitos deletérios dos agentes

erosivos sobre a estrutura dentinaria sdo bem aceitos.
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Em pesquisas médicas, sobre carie dentaria e doenca periodontal, alguns
beneficios relacionados aos polifendis do suco de Cranberry
(Vacciniummacrocarpon) ou extraidos da prépria fruta tem sido cientificamente
verificados. Trabalhos mostraram que alguns compostos da Cranberry podem
também limitar o cancer de préstata por meio da inibicdo de metaloproteinases
(DEZIEL et al., 2010; KONDO et al.,, 2011). Ruelet al.(2009) verificaram que o
consumo de suco de Cranberry esteve associado com uma diminuicdo da
concentracdo plasmatica da MMP-9 em obesos. Tem sido demonstrado que o
extrato de Cranberry possui a capacidade de inibir a adesdo dos S.sobrinus as
estruturas dentarias (WEISS et al., 2004), além de reduzir a formacéo de biofilme de
S.mutans em estudos in vitro (KOO et al., 2010), bem como o desenvolvimento da
carie dentaria em estudos in vivo(KOO et al., 2010). Além disso, Bodet; Chandad;
Grenier (2007) relatam que baixas concentracbes do extrato de Cranberry séo
capazes de inibir a secre¢do das MMP-3 e MMP-9 pelos fibroblastos e macrofagos
apOs estimulo de agentes responsaveis por problemas periodontais. La, Howell;
Grenier (2009) verificaram que a Cranberry foi capaz de inibir a producdo de
algumas MMPs em periodonto inflamado e a atividade catalitica das MMP-1 e MMP-
9 foi também inibida nestas condigdes.

Face ao acima exposto e considerando a possibilidade de que os
componentes da Cranberry possam inibir as metaloproteinases da dentina exposta a
agentes erosivos, minimizando assim os efeitos deletérios de agentes erosivos
sobre a estrutura dentinaria, este estudo in situ teve como objetivo avaliar por meio
de duas variaveis de resposta (desgaste e microdureza superficial), o possivel efeito
protetor de um gel a base de Cranberry aplicado sobre a dentina submetida a acao

de agentes erosivos.
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Este capitulo irA abordar assuntos como: dados epidemiolégicos do
desgaste dentario,a funcdo das MMPs, os possiveis inibidores das MMPs e os
efeitos da clorexidina e da Cranberry na medicina e sobre a estrutura dentaria para

um melhor esclarecimento sobre os temas que permeiam este trabalho.

2.1 Dados epidemioldgicos do desgaste dentério

De acordo com Dugmore; Rock (2003), avaliar com precisdao a
prevaléncia de erosédo dentaria de acordo com a literatura é muito dificil, pois ndo ha
um conceito padrdo para se avaliar clinicamente esta alteracdo. A prevaléncia de
erosdo dentaria varia muito na literatura, podendo ser avaliada especificamente
através da idade, pais e outros diferentes padrbes de avaliacdo. A prevaléncia
meédia de erosdo dental é 34,1% nas criancas e 31,8% nos adultos. Existe uma clara
tendéncia de aumento da prevaléncia em relacdo a idade (criancas e adultos). A
erosdo dentaria tem sido considerada uma condicdo comum limitada a paises
desenvolvidos (DUGMORE; ROCK, 2003; VAN RIJKOM et al., 2002).

Segundo Amaral et al. (2008) e Mondelli (2003) na literatura encontra-se
uma pouca variedade de material em relacdo a prevaléncia da erosao dentaria, é
devido o objetivo destes estudos publicados seja entender a etiologia do desgaste,
porém sem gquantificar a extensao epidemioldgica. Portanto o objetivo deste autor foi
realizar um estudo para identificar a prevaléncia e a severidade do desgaste dentario
em criangas de cinco anos de idade. Este estudo foi do tipo transversal, a amostra
foi composta por alunos matriculados nos centros educacionais (n=291), os alunos
foram selecionados de forma aleatoria. Para a coleta dos dados, foi adotado como

critérios de diagnéstico o Método de Hugoson e colaboradores (1988). Os resultados
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mostraram que a prevaléncia de desgaste foi de 95,2% e 4,8% dos avaliados eram
livres de desgaste. Comprovou-se que os dentes mais afetados foram os caninos e
0s incisivos centrais. Desta forma, concluiram que ha uma alta prevaléncia de
desgaste dentario na populacdo do estudo, porém a severidade ndo tenha sido
significativa.

Ja emum estudo de MANGUEIRA et al., 2009, os autores avaliaram a
prevaléncia de erosdo dentéaria e identificaram os fatores etiologicos associados ao
aparecimento e desenvolvimento desta condicdo dental em escolares de 6 a 12
anos na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. Tiveram a participacdo de 250 escolares
da rede educacional publica e privada. A prevaléncia de escolares com pelo menos
um dente afetado pela eroséo foi de 21,6%. Ja em relacdo ao sexo ndo houve
diferenca significativa (p=0,335) nem em relacdo ao tipo de escola (p=0,958). As
Unicas variaveis significativas foram a idade (p=0,008) e consumo de suco
industrializado (p=0,030) em um modelo de regresséo logistica. Em relacdo a erosao
dentaria, a superficie mais afetada foi a palatina, com 32%. Dos quatro niveis de
severidade observados, 66,7% foram classificados no grau mais leve, 77% dos
dentes afetados apresentaram menos da metade de area superficial afetada.Diante
destes resultados, os autores puderam concluir que a prevaléncia de erosao
dentaria nessa populacao foi elevada e com baixa severidade, e que o consumo de
suco industrializado foi o fator associado mais relevante para o desenvolvimento das
lesdes de erosao (MANGUEIRA et al., 2009).

Em 2012 Mohammad e Garib (2012) realizaram um estudo em que o
objetivo foi determinar os indicadores de prevaléncia e risco para o desgaste do
dente em jovens de 18 a 25 anos na cidade de Sulaimani(lraque). Um total de 500

estudantes selecionados aleatoriamente foram examinados. Os dados foram
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coletados por meio de um questionario sobre a historia de possiveis fatores causais
e de um exame clinico (Smith&Kinght) e indice de Cavaleiro em superficies
oclusal/incisal, vestibular e lingual/palatino. O desgaste dentario leve (nivel 1) estava
presente em 63,4%, enquanto apenas 0,4% apresentaram lesdes estendendo-se até
a dentina. Houve 36,2% sem desgaste dentario, ndo apresentando nenhuma
evidéncia em relacdo a pontuacdo 3 ou 4 pontos. As bordas incisais dos dentes
tanto superiores como inferiores foram as areas mais acometidas (75,51%). O
desgaste oclusal foi o fator predisponente mais comum (72,73%). Diante dos
resultados apresentados pode-se concluir que o desgaste dentario nesta faixa etaria
nao é de grande preocupacdo, ja que apresentou um nivel 1, considerado leve.
Porém néo a prevencao nao deve ser deixada de lado, para que esses valores nao
tenham um aumento futuro.

Vérios trabalhos mostram que a incidéncia da erosdo dentéaria € elevada
(MILLWARD et al. (1994), como ocorreu no estudo de Al — Dlaigan et al. (2001), em
gue foi avaliado a erosdo dentaria em estudantes britanicos com idade média de 14
anos. Constatou-se neste estudo uma alta incidéncia desta alteracdo com cerca de
51% apresentando erosdo moderada, e em 48% desta populagdo foi encontrada
erosédo baixa (AGUIAR et al. 2006).

Todos esses resultados de alta prevaléncia e incidéncia de erosao
dentaria se devema diversos fatores, ou seja, ocorre devido ao estilo de vida atual
da populacdo em geral, como: uso continuo de medicamentos com pH baixo,
ingestédo de bebidas &cidas, condi¢des de trabalho, atividades fisicas, tipos de dieta,
doencas gastroesofageal (AGUIAR et al., 2006; AMAESHI; HIGHAM, 2001).

Com base nos artigos mencionados acima, a erosao dentaria é uma

condicdo comum, e sua prevaléncia parece significativa. A intervencéo precoce € a
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chave para prevenir eficazmente o desgaste dentario erosivo. (JAEGGI; LUSSI.

2006).

2.2 As Metaloproteinases (MMPs)

Existem poucos trabalhos realizados pesquisando o papel das MMPs na
erosdo dentaria, porém acredita-se que devam ocorrer processos semelhantesaos
gue ocorrem na carie dentaria (CHAUSSAIN-MILLER et al., 2006).Estao presentes
na dentina e na saliva, as proteases que sao responsaveis por degradar
guimicamente a matriz organica da dentina (KATO et al., 2009).

A taxa de desmineralizacdo na dentina diminui quando a quantidade de
colageno degradavel aumenta, portanto, buscava-se sempre a manutencdo da
matriz colagénicada dentina desminarealizada, pois esta dificultaa difusdo ioGnica
para dentro e para fora da area desmineralizada(KATO et al., 2010).

Em estudos realizadosem dentina, KATO et al. (2009, 2010)verificaram a
formacadode lesdes erosivas com a exposicdo de uma camada exterior de matriz
organica colagénica totalmente desmineralizada, seguida por uma area parcialmente
desmineralizada até a dentina interna. A diminuicdo da matriz colagenada da dentina
ocorre apos ficar exposta a remocdo do mineral que a protege, isto é, a matriz de
dentina ndo pode ser degradada a menos que a estrutura dentinaria esteja
desmineralizada. No entanto, a matriz organica pode ser degradada mecanica e
guimicamente, o que pode contribuir para uma progressdo acelerada da dentina

erodida (KATO et al., 2009, 2010).
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Quimicamente, a matriz organica da dentina pode ser degradada por
MMPs quemediam a quebra de praticamente todas as moléculas da matriz
extracelular, incluindo colageno nativo e desnaturado (KATO et al., 2010).As MMPs
sdo responsaveis por hidrolisar os componentes da matriz extracelular durante a
remodelacdo e degradacdo dos processos no ambiente oral(KATO et al., 2009). As
MMP-2, MMP-8 e MMP-9 estéo presentes na dentina humana, porém a MMP-8 pode
ser considerada a colagenase humana mais importante nadentina, eas MMP-2 e
MMP-9 tem a funcdo de degradar o colageno em lesbes de carie dentinaria(KATO et

al., 2010).

2.3 Inibidores de MMPs

Os inibidores de MMP estdo sendo investigados como potentes agentes
terapéuticos no tratamento e prevencdo de varias doencas, incluindo diversas
doencas orais. Portanto, a utilizacdo de inibidores de MMP tem sido testado em uma
tentativa de resolver muitos problemas na cavidade oral(KATO et al., 2010).

A manutencdo da matriz organica de coldgeno da dentina erodida pode
diminuir a intensidade de progresséao de futuros desafios erosivos e tal fato pode ser
obtido por meio do uso de inibidores das MMPs (HEBLING et al., 2005; CARRILHO
et al., 2007). Esta estratégia tem sido bem sucedida com a utilizagdo da Clorexidina
e do Ché& Verde, atuando na reducdo da degradacdo da matriz colagénica tanto em
estudos in vivo (HEBLING et al., 2005) como in vitro (CARRILHO et al., 2007).

A clorexidina, tem sido utilizada por muitos estudos, sendo sugerida
como uma ferramenta util na prevencdo da degradacdo de fibrilas de colageno

infiltradas por MMPsnas camadas hibridas, aumentando assim a longevidade das
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restauracdes adesivas. Os polifendis do cha verde, especialmente epigalocatequina-
3-galato, também foram testados para ter atividade inibitoria contra MMPsdistintas
(CHAUSSAIN-MILLER et al., 2006; KATO et al.,, 2010)e em testes de cultura de
células. O epigalocatequina-3-galato apresenta ligacdo de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas com colagenases, as quais sd8o responsaveis pela alteracdo na
estrutura secundaria de colagenases e, consequentemente, para a inibicdo das
MMPs.

Kato et al.(2010) realizaram um estudo em que se testou a hipotese de
gue os geéis contendo inibidores de MMPs (epigalocatequina-3-galato e clorexidina)
poderiam impedir erosdo dental. O estudo foi realizado com 10 voluntarios, estes
utilizaram dispositivos palatinos contendo blocos de dentina bovina tratados por 1
min com epigalocatequina-3-galato em 10 (epigalocatequina-3-galato 10) ou 400
pm(epigalocatequina-3-galato 400), clorexidina a 0,012%, F em 1,23%, e nenhum
principio ativo (placebo). A erosdo foi realizada com a Coca-Cola® (5 min) 4X/dia
durante 5 dias. O desgaste, foi avaliado por perfilometria (média + SD, mm), e 0
resultado foi significativamente reduzido nos géis contendo inibidores de MMP (0,05
+ 0,02, 0,02 =+ 0,04 e 0,05 £ 0,02 para epigalocatequina-3-galato 10,
epigalocatequina-3-galato 400 e clorexidina, respectivamente) quando comparado
com os géis F (0,79 £ 0,35) e placebo (1,77 + 0,35)(KATO et al., 2010).

O extrato de cha verde contém 30% de epigalocatequina-3-galato, um
polifenol que inibe MMPs, que por sua vez foi recentemente apresentado reduzindo
a perda de dentina através de bochechos realizados com ché verde (MAGALHAES
et al.,, 2009). Além disso, o cha verde € um produto natural, e ndo tem efeitos
secundérios na concentragdo utilizada, e o seu consumo tem sido associado com a

promocédo de saude (BARBOSA; KATO; BUZALAF, 2011),
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Além da Clorexidina e do cha-verde podem ser utilizados como inibidores
de MMPs, o zinco, o FeSO,4 e outros metais equivalentes(KATO et al., 2010).

Em 2010 outro estudo realizado por Kato et al,(2010) testaram in vitro o
efeito de FeSO, em MMP-2 e -9, e avaliou in situ o efeito de FeSO, em gel sobre a
erosdo da dentina. As atividades MMP-2 e MMP-9 de foram analizados pelo método
da zomografia em tampao contendo FeSO, em concentracbes que variavam entre
0,05 e 1,5 mmol/L ou ndo. Dez voluntéarios utilizaram dispositivos que continham
blocos de dentina bovina (n = 60). Os espécimes foram previamente tratados com 0s
seguintes principios ativos: gel de FeSO, (1 mmol/L, FeSO,), F (1,23%; controle
positivo) e o placebo (controle negativo). O géis foram aplicados uma vez e
removido apés 1 min. A erosédo foi realizada extra-oral, imergindona Coca-Cola® 4
vezes por dia por 5 minutos ao longo de 5 dias. O desgaste da dentina foi avaliada
por perfilometria. O FeSO, inibiu a atividade de MMP-2 e MMP-9. No experimento in
situ, o desgaste (+x dP) encontrado para o gel F (0,79 £ 0,08 pm) foi
significativamente reduzida em mais de 50% quando comparado com o gel placebo
(1,77 £ 0,33 um), mas o gel de FeSO, inibiu completamente o desgaste (0,05 + 0,02

um) (KATO et al., 2010).

2.4 Agoes da Clorexidina

Para esta pesquisa foi selecionada a clorexidina como controle positivo
devido a sua variedade e quantidade de estudos utilizando-a como inibidor de MMP
na erosao dentaria em dentina. A clorexidina é um potente inibidor de MMPs( MMP-
2, MMP-8 e MMP-9), ela age prevenindo a degradacdo da dentina hibrida e a

solubilizagdo do colageno de dentina (MAGALHAES et al.,, 2009). Também é
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considerada um excelente agente antimicrobiano, ela atua na desorganizacao geral
da membrana celular e age inibindo especificamente as enzimas da membrana e a
incorporacao de glicose pelos S. mutans e seu metabolismo para o acido latico,
reduzindo a atividade proteolitica do P.gengivalis (TORRES et al., 2000).

Em um de seus estudos, Kato et al. (2010), avaliaram a hipotese de géis
contendo inibidores de metaloproteinases, mais especificamente epigalocatequina-3-
galato e clorexidina, na prevencao de erosao dentinaria. O estudo foi realizado com
a participacdo de 10 voluntarios, eles utilizaram dispositivos palatinos contendo
blocos de dentina bovina tratados por 1 min com epigalocatequina-3-galato em 10
pm ou 400 um, clorexidina a 0,012%, F em 1,23%, e nenhum principio ativo
(placebo). A Coca-Cola® utilizada durante 5 min 4X/dia durante 5 dias foi o agente
erosivo selecionada para este estudo. Os dados para avaliagcdo do desgaste foram
obtidos através da perfilometria (média £ dP), e o resultado foi estatisticamente

reduzido nos géis contendo inibidores de MMP (0,05 + 0,02, 0,02 + 0,04 e 0,05

I+

0,02 para epigalocatequina-3-galato 10 um, epigalocatequina-3-galato 400 um e

clorexidina, respectivamente) quando comparado com os géis F (0,79 %= 0,35)

D

placebo (1,77 +0,35).

Ja outro estudo realizado por Magalhaes et al. (2009) teve o objetivo de
estudar in situ / ex vivo o impacto dos possiveis inibidores de MMPs (Clorexidina e
extrato de cha verde) na dentina desgastada induzida pela erosdo ou
erosdo/abrasdo. Doze voluntarios participaram deste estudo cruzado e duplo-cego
realizado em 4 fases a cada 5 dias. Amostras de dentina bovinos foram utilizados
em dispositivos palatinos e sujeitos a eroséo fora da boca (4 vezes/dia, 5 min em
Coca-Cola®) ou por abrasdo (creme dental com fluor-livre e escova de dentes

elétrica, 15 s/amostra, 2 vezes/dia,). Imediatamente apds cada erosdo, 0s
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dispositivos foram reinseridos na boca, em seguida foi realizado o bochecho durante
60 segundos com: solugdo a 250 ppm de F, Digluconato de clorexidina 0,12%,
solucéo de extrato de cha verde 0,61% e agua deionizada como controle. A perda
de dentina foi avaliada por meio da perfilometria (mm). As solu¢cées com F,
clorexidina e extrato de cha verde mostraram estatisticamente uma reducdo do
desgaste na dentina, tanto para a erosdo, e erosdo/abrasdo, quando comparado
com o grupo controle. Nao houve uma diferenca significativa entre os grupos: F,

clorexidina e extrato de cha verde.

2.5 Acdes da Cranberry

Cranberry é um termo derivado de " guindaste Berry." Esse nome é
decorrente do apelido da flor de mirtilo, que, quando ela murcha, possui a aparéncia
da cabeca e do pescoco do “guindaste de areia”, um passaro que muitas vezes se
alimenta dos frutos desta planta. A Cranberryé parte da familia das Ericaceae, ela
cresce em pantanos e em florestas umidas(HISANO et al., 2012),

A Cranberry americano (Vacciniummacrocarpon) era utilizada por indios
norte-americanos para tratar infeccbes do trato urinario, na dieta (como um
edulcorante ou na secagem de carne e peixe), como um remédio na desinfeccdo de
feridas, reducdo da dor causada por indigestdo e em higiene bucal e dental
(HISANO et al., 2012; DESSI; ATZEI; FANOS, 2011). Na Europa Oriental, esta fruta
foi utilizada como um antitérmico e remédio anti cancer e, sendo rico em vitamina C,

foi carregado em navios para prevenir o escorbuto. Foi usada como um remédio

popular para UTI, antes da introducdo de antibiéticos, e continua a ser amplamente
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utilizada para esta finalidade.Em 1997, foi um dos dez mais vendidos remédios
fitoterapicos nos Estados Unidos (DESSI; ATZEI; FANOS, 2011).

Existem outros parentes da familia da Cranberry: (CranberryEuropeia - V,

oxycoccus; lingonberry - V, vitisidaea; blueberry - V, myrtillus) que possuem alguns
dos componentes basicos de Cranberry(HISANO et al., 2012).
Arando, como também é chamado a Cranberry € composta de agua (88%), acidos
organicos (incluindo salicilato), frutose, vitamina C (200 mg/kg de frutas frescas),
flavondides, antocianidinas, catequinas e triterpinoids.Os constituintes quimicos
responsaveis pelo seu sabor sdo os glicosideos iridéides. O antocianidinas e
proantocianidinas (PAC) séo taninos (polifendis estaveis) encontrados apenas em
frutas, e o Vaccinium funciona como um sistema de defesa natural da planta contra
0s microbios (HISANO et al, 2012).

O conceito de saude em relacdo as bebidas se desenvolveu rapidamente
em todo o mundo, com o surgimento de varios sucos de frutas com evidéncias
promissoras para inumeros beneficios terapéuticos. Uma dessas populares bebidas
de fruta € o suco de Cranberry, cujo efeito benéfico na prevencdo de infeccdes
bacterianas especialmente no trato urinario estd bem estabelecido. Suco de
Cranberry tem sido extensivamente estudado para inumeros outros beneficios
terapéuticos como na: diabetes, sindrome metabdlica, obesidade, prevencdo dos
riscos de doencas cardiovasculares, infec¢des bacterianas e doencas odontologicas
(NUGGEHALLY, 2013).

Infeccdes do trato urindrio sdo doencas muito comuns, As infeccBes
urindrias recorrentes continuam sendo um desafio para se tratar, pois a opgao
principal de tratamento é a profilaxia antibiética em longo prazo, porém, isso

representa um risco para o aparecimento de resisténcia bacteriana. Algumas opc¢des



2 Revisao de Literatura 33

para evitar este risco estdo disponiveis, incluindo o uso de produtos a base de
Cranberry (HISANO et al.,2012).

A maior parte dos estudos com Cranberry tem sido verificado
principalmente na area da medicina. Em um recente trabalho, foram estudados
possiveis mecanismos de ac¢do dos compostos da Cranberry, atuando como
analogos do receptor, inibindo competitivamente a adesdo de E. coli as células
hospedeiras, ligando as pontas das fimbrias (HISANO et al,, 2012; DESSI; ATZEI;
FANOS, 2011).Ja outro mecanismo de acdo é a reducdo na expressao de p-
(fimbrias) em E.Coli, alterando a conformacdo de moléculas de superficie, a
neutralizagdo do pH causada pelo suco de Cranberry induziu as mudangas
conformacionais nas macromoléculas superficiais das fimbrias por E. coli reduzindo
especificamente o comprimento e a densidade das fimbrias, impedindo também a
aderéncia deste hospedeiro no trato urinario (HISANO et al,, 2012; DESSI; ATZEI;
FANOS, 2011).

Acredita-se que o principal componente da Cranberry responsavel pela
acdo anti-bacteriana e anti-séptica seja as proantocianidinas (DESSI; ATZEI;
FANOS, 2011).

Dessiet al. (2011) realizaram uma revisdo de literatura investigando a
utilizacado da Cranberry em infeccGes do trato urinario em criancas.Estas infeccbes
sdo comuns na infancia e 30-50% das criangas sdo acometidas devido ao refluxo
vesico-ureteral, bexiga neurogénica, cistite anterior ou pielonefrite e uropatias de
malformacdo. Para reduzir a probabilidade de infeccbes do trato urinario em
criangas, a profilaxia antibiotica foi considerada padrdo, porém o uso do suco de
Cranberry preenche as necessidades, substituindo ou melhorando os procedimentos

tradicionais. A finalidade deste estudo foi avaliar a eficacia da Cranberry na
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prevencdo de infeccdo urinaria em pacientes pediatricos. Foram avaliados trés
estudos sobre Cranberry utilizados em pacientes com infec¢ao urinaria, trés estudos
com pacientes possuindo refluxo vesico-ureteral e quatro estudos analisado a
efichcia da Cranberry em criangas com bexiga neurogénica. Em sete dos nove
estudos a Cranberry teve um efeito significativo na prevencdo das infeccdes
urinarias (DESSI; ATZEI; FANOS, 2011).

Outro estudo avaliando a eficdcia da Cranberry objetivou determinar o
efeito do crescente consumo de doses diarias de suco de Cranberry de baixa caloria
(CJC) nas dosagens de MMP-9 no plasma sanguineo de homens com obesidade
abdominal. Este trabalho foi composto por trinta homens, onde eles consumiram
doses crescentes de CJC durante trés periodos sucessivos de 4 semanas (semanas
1-4: 125 ml/dia, 5-8 semanas: 250 ml/dia, e de 9-12 semanas: 500 ml/dia). Antes e
depois de cada fase, uma série de estudos fisicos e metabdlicos foi realizada. Foi
observado que a suplementacdo CJC diminuiu significativamente as concentracdes
plasmaticas de MMP-9, enquanto que no plasma a linha de base de MMP-9 teve
concentragdes fortemente correlacionadas com as alteragdes observadas por toda a
intervencdo. Foi apresentado também que a reducdo dos niveis de MMP-9 de
plasma foi associada com uma alteragcédo nos nitritos de plasma/nitratos. Correlagbes
significativas durante o estudo foram notadas entre as altera¢cdes dos niveis de
MMP-9 e as de plasma arterial sistélica e diastélica, pressao sanguinea (semana 12
vs basal) (RUEL et al., 2009).

Em 2010 Dézielet al.(2010) analisaram os efeitos de proantocianidinas
(PACs) a partir da Cranberry (Vacciniummacrocarpon) sobre a atividade de
metaloproteinases de matriz (MMP).Células humanas cancerosas da

prostata,tiveram sua viabilidade celular diminuida a uma concentragdo de 25 mg/ml
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em 30% apos 6 horas de tratamento. O tratamento das células PACs com DU145
resultou numa inibicdo de atividade de ambas as MMPs2 e 9, PACs aumentou a
expressao de TIMP-2, um inibidor de atividade conhecido como MMP, e diminuiu a
expressdo de EMMPRIN, um indutor da expressdo de MMP. Estes resultados
mostraram que PACs do Cranberrydiminuiram a atividade de MMP através da
inducao e ou inibicdo de reguladores especificos de MMP temporais, afetando tanto
o estado de fosforilagdo e ou expressdo da MAP quinase, PI-3-quinase, o NF-kB e
AP-1. Este estudo demonstra ainda que PACs, Cranberry sdo um forte candidato
para uma futura investigacdo como agentes anti-cancer.

A Cranberry esta disponivel comercialmente na forma de fruta inteira,
frutas secas adocadas, sucos e coquetéis, molhos, e suplementos alimentares em
p6 (KONDO et al., 2011). A fruta Cranberry por si s6 é muito acida, por este motivo
quando manipulado para consumo € preciso ser adocado a fim de melhorar o seu
sabor, (DESSI; ATZEI; FANOS, 2011). Consequentemente, a Cranberry em forma
de suco ndo pode ser utilizado em pesquisas para avaliar a prevencdo na carie
dentéria, ou a prevenc¢do na erosao dentaria (WEISS et al., 2004).

Algumas pesquisas no ramo da odontologia, sobre a céarie dentaria e
doenca periodontal, apresentaram beneficios relacionados aos polifendis do suco de
Cranberry (Vacciniummacrocarpon) ou extraidos da propria fruta tem sido
cientificamente verificados(KONDO et al., 2011),

A presenca de proantocianidinas (PAC) em extratos de suco de Cranberry
tem sido associada a atividades bioldgicas contra atributos de viruléncia especificos
de Streptococcusmutans, na inibicdo da atividade de glicosiltransferase (GTF)(KOO
et al., 2010). O objetivo deste estudo foi determinar a influéncia de uma fracao de

Cranberry PAC altamente purificada e quimicamente definida em S. mutans,
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formacdo de biofilmes na superficie de hidroxiapatita revestida de saliva, e no
desenvolvimento de carie dentaria em ratos Sprague-Dawley(KOO et al., 2010). As
aplicacoes topicas (60 segundos de exposicdo, duas vezes por dia) com PAC (1,5
mg / ml) durante a formacdo do biofilme resultaram em menos biofiime e menos
polissacaridos insoluveis que os biofilmes tratados com o controle (10% de etanol,
viv, p <0,05). A incidéncia de céries de superficie lisa em ratos foi significativamente
reduzida pelo tratamento do PAC (duas vezes por dia), e resultou em lesdes de carie
menos severas em relacdo ao grupo controle (p <0,05).0s animais tratados com
PAC também mostraram significativamente menor gravidade em relacdo a carie em
superficies (sulcos) (p <0,05). Além disso, um tipo especifico de APA oligdbmeros
(dimeros; dodecamers a 0,1 mg/mL) reduziu efetivamente a sintese de glucanos
insoluveis por gtfB adsorvida sobre uma superficie de hidroxiapatite revestido de
saliva, e também foi afetada por glicolise bacteriana. Os dados mostram gque o suco
de Cranberry PAC reduziu a formacdo de biofiimes por S. mutansin vitro e o
desenvolvimento de céaries dentarias, in vivo, o que pode ser atribuido a presenca de
dimeros bioativos do tipo A e oligdmeros especificos(KOO et al., 2010).

Bodet; Chandad; Grenier(2007)relataram que baixas concentracdes do
extrato de Cranberrypodem inibir a secrecdo das MMP-3 e MMP-9 pelos fibroblastos
e macréfagos apos estimulo dos agentes responsaveis por problemas periodontais.
La, Howell; Grenier (2009) verificaram que a Cranberry foi capaz de inibir a producéo
de algumas MMPs em periodonto inflamado e a atividade catalitica das MMP-1 e
MMP-9 foi também inibida nestas condi¢des.

Bonifait; Grenier (2010) evidenciaram cientificamente que ao longo da
Ultima década, Cranberry e seus componentes moleculares tém recebido cada vez

mais atencdo dos pesquisadores em saude humana. Em particular, a propriedade de
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polifendis com alto peso molecular isolada a partir de suco de Cranberry tem
mostrado potenciais como agentes anti carie inibindo a producdo de &cidos
organicos e a formacao de biofilmes por bactérias cariogénicas, Além disso, os
polifendis de Cranberry podem reduzir a resposta inflamatéria, bem como a
producdo e atividade de enzimas proteoliticas que contribui para a destruicdo da
matriz extracelular na doencga periodontal. Os polifendis de Cranberry também
interferem em varias atividades (incluindo a formacédo de biofime e ades&o) de
Porphyromonasgingivalis, o principal agente etiolégico na periodontite cronica
(BONIFAIT; GRENIER, 2010).

A Cranberry, um tipo de proantocianidinas (PACs) foram também
reconhecidos por sua atividade inibitéria contra a adesao bacteriana e infeccbes
derivadas do biofilme, No entanto, a identificacdo precisa das classes especificas de
graus de polimerizacdo (DP) da bioatividade do PACs continua a ser um grande
desafio devido a quimica complexa destes flavonéides, Feng et al,(2013) realizaram
um estudo com o objetivo de demonstrar quimicamente sucos de Cranberry
utiizados em uma técnica de separagcdo de passos mdltiplos e estrutura-
determinacao para isolar oligdbmeros PAC um tipo definido de DP. As influéncias de
PACs na arquitetura 3D de biofilmes e respostas aos Streptococcusmutans dentro
de biofilmes foram investigados. Foram utilizados regimes de tratamento que
simulavam modelo de biofilme (duas vezes ao dia, 60 de cada).Genes (RMPC,
MEPA, sdc BB e GBPC) associados com a ligacdo de sacarose dependente de
bactérias foram reprimidos pelos PACs, PACs de DP 4 e, particularmente,DP 8-13
foram os mais eficazes na interrupcdo da adesdo bacteriana a superficie
apaticoglucana revestido (> 85% de inibigcdo VS controle), e da expressdo do gene.

Este estudo identificou possiveis alvos moleculares de um tipo de Cranberry em S.
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mutans, enquanto demonstravam que o PAC oligbmeros com um DP especifico
podem ser eficazes em interromper a formacgéo de biofilmes cariogénicos (FENG et
al., 2013).

Weiss et al. (2004), relataram que investigacdes anteriores demonstraram
gue o suco de Cranberry inibe a adesdo de um numero de espécies bacterianas e
impede a co-agregacdo de muitos pares de bactérias orais. Foi realizado o uso
diario de enxaguatério bucal contenda Cranberry por 6 semanas, 0 grupo
experimental era composto por total de 29 voluntarios, foi realizada a contagem dos
estreptococos mutanssalivares.Pode-se perceber que na contagem total bacteriana
houve uma reducéo significativa, em comparacdo com os do controle, que eram um
total de 30 voluntarios utilizando um bochecho com placebo. Nenhuma alteracdo na
placa eindices gengivais foi observada In vitro.O componente de suco de Cranberry
inibiu a adeséo de Streptococcussobrinus a saliva revestida pela hidroxiapatita. Os
dados sugerem que a capacidade para reduzir niveis de estreptococos mutansin
vivo deve-se a atividade de anti-aderéncia do constituinte Cranberry (WEISS et al.,
2004).

Nota-se por esta revisdo de literatura que apesar da crescente
preocupacao pela erosdo dentéria e sua busca por solugdes, hd necessidade de
exploracdo e aprofundamento sobre os agentes terapéuticos como € o caso da
Cranberry agindo como inibidor de Metaloproteinase prevenindo a erosédo dentaria,
assim como os componentes desta fruta tem obtido sucesso em pesquisas nos
ramos da odontologia: como a periodontia e cariologia sem esquecer-se de citar na

area da medicina que da qual os resultados tem se apresentado satisfatorio.
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Este estudo se prop6s por meio da perfilometria e porcentagem de perda
de dureza superficial avaliar in situ o efeito de um gel a base de Cranberry sobre a

dentina submetida a erosédo dentaria causada por uma bebida acida.

Para este fim, foram elaboradas as seguintes hipoteses nulas:

* Nao existe diferenca entre os 4 grupos avaliados na minimizacdo dos
efeitos erosivos provocados por uma bebida acida com relacéo a perfilometria.

* Nao existe diferenca entre os 4 grupos avaliados na minimizacdo dos
efeitos erosivos provocados por uma bebida &cida com relagdo a porcentagem de

perda de microdureza superficial.
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4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi inicialmente submetido a avaliacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Bauru-USP, nimero de

protocolo: 138.243/2012 recebendo o parecer aprovado (Anexo 1).

4.2 Delineamento experimental

Este estudo in situ tipo cruzado e duplo-cego envolveu um desenho
aleatorizado em blocos (voluntario), sendo realizado em dois periodos de 5 dias,
durante os quais10 voluntarios utilizaram um dispositivo intrabucal palatino contendo
4 espécimes de dentina. Foi estudado o efeito do gel de Cranberry aplicado sobre a
dentina (grupo experimental) comparado com o0s dois grupos considerados controles
negativos (placebo e sem gel)e 1 controlepositivo (Clorexidina).Deste modo, foi
avaliado neste estudo um unico fator de estudo (fator grupo) dividido em quatro
niveis (G1- Sem gel, G2- Cranberry, G3- Placebo e G4- Clorexidina). Um total de 80
fragmentos de dentina radicular bovina, apés um ordenamento planejado conforme a
dureza, foram aleatoriamente divididos entre 10 voluntarios e entre 4 grupos de
estudo. Desta forma para cada grupo foram utilizados 20 fragmentos de dentina
bovina. Nos 2 periodos experimentais, foram testados os 4 grupos distribuidos da

seguinte forma:
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Primeira Fase (5 dias) :

. G1 - Acdo da bebida acida (Coca-cola®) sobre a dentina bovina sem nenhum
tipo de tratamento prévio (Controle Negativo 1) .

. G2 -Acdo da bebida acida (Coca-cola®) sobre a dentina bovina tratada

previamente com gel de aplicagéo topica a base de Cranberry(Grupo Teste) .

Segunda Fase (5 dias) :

. G3 - Acdo da bebida &cida (Coca-cola®) sobre a dentina bovina tratada
previamente com gel de aplicacdo topica sem nenhum principio ativo (Controle
Negativo 2; placebo) .

. G4 -Acdo da bebida &cida (Coca-cola®) sobre a dentina bovinatratada

previamente com gel de Clorexidina(Controle Positivo) .

PRIMEIRA FASE

- -
¢ Imersao em Coca-Cola 3X/dia l ¢ Imersao em Coca-Cola 3X/dia I

Fragmento ao nivel do dispositivo palatino

-
¢ Imersao em Coca-Cola 3X/dia

Fragmento ao nivel do dispositivo palatino

-
¢ Imersao em Coca-Cola 3X/dia

dentina bovina tratada previamente
com gel Placebo

dentina bovina tratada previamente
com gel de Clorexidina

Figura 1- Grupos experimentais do estudo
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O estudo foi do tipo cruzado, pois nos primeiros 5 dias da etapa in situ
deste experimento, metade dos voluntarios (5) utilizaram o dispositivo palatino da
primeira fase e a outra metade o dispositivo da segunda fase. Apés um intervalo
(washout) de 7 dias, os voluntarios utilizaram o aparelho da fase oposta.

ApoOs o periodo experimental in situ, o fragmento dentario foi analisado
(Figura 2). A analise quantitativa do desgaste dos fragmentos foi realizada por meio
de testes de microdureza e perfilometria, desta forma as variaveis de resposta foram
porcentagem de perda de dureza superficial e perfil de desgaste. A referéncia de
dentina higida, cuja medida foi necessaria para realizagdo desta analise, apresentou
- se no proprio espécime, pois todos os blocos de dentina apresentaram dois ter¢os

de suas superficies protegidas por esmalte cosmético.

4
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Incisivo ! Bloco de i Espécimes Microdureza
bovino dentina Polimento dos polidos inicial
espécimes
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o e
oJeYe

ol <~ <~

Dispositivo Aplicagao Protegio do Pl e
A Avaliagao inicial
palatino do gel espécime dogperfil

TR <o

10 voluntarios

U

Microdureza i
final e Quantificagéo Aﬁ(’ﬁﬁ?{/
longitudinal do desgaste

Etapa in situ

Figura 2- Fluxograma ilustrando o delineamento experimental do trabalho
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4.3 Preparo dos espécimes de dentina

Aproximadamente 200 dentes incisivos bovinos extraidos de gado da raca
Nelore com idade média de 36 meses, abatidos para consumo no Frigorifico
VangélioMondelli Ltda., em Bauru, SP, foram utilizados no presente estudo. Os
incisivos foram limpos com curetas periodontais para remover todo e qualquer
residuo de tecido gengival aderido a superficie e, posteriormente, armazenados em
solucéo de cloreto de sédio e timol a 0,1% (pH 7,0). Os dentes ficaram imersos

durante todo o periodo de preparo dos espécimes de dentina.

Em funcdo da grande dificuldade de se trabalhar e obter dentes humanos
para este tipo de estudo, o substrato bovino tem sido largamente utilizado em
estudos sobre erosdo dentaria (FRANCISCONI et al., 2008; HONORIO et al., 2008;
HONORIO et al., 2010; KATO et al., 2009, 2011; RIOS et al., 2006; VIEIRA et al.,
2006). Alguns trabalhos caracterizaram similaridades entre dentes humanos e
bovinos quanto a sua morfologia (FONSECA et al.,, 2008; REIS et al., 2004;
SCHILKE et al., 2000), fisiologia (SCHMALZ et al.,, 2001) e estrutura mecanica
(HARA; LUSSI; ZERO. 2006; WEGEHAUPT et al., 2008).Outros estudos ja
utilizaram espécimes de dentina bovina em pesquisas sobre erosdo dentaria (KATO
et al., 2009, 2010), e Kato et al, (2011) afirmam que este substrato € bastante
confidvel para estudos envolvendo erosdo dentinaria e a atividade de
metaloproteinases. Assim, face a sua facilidade de obtencdo, diminuicdo dos
trAmites burocraticos e éticos inerentes aos espécimes humanos, além de uma
maior area de superficie para trabalho, a dentina bovina foi o substrato de elei¢céo

para este estudo.
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Desta forma, primeiramente foram removidas as raizes dos incisivos
bovinos, com o auxilio de um torno para polimento odontologico adaptado para corte
(Fabrica Nacional de Motores Monofasicos Nevoni / Série 16,223, Tipo: TG1/3, Séo
Paulo, SP) e um disco diamantado Diaflex-F (Wilcos do Brasil, Industria e Comeércio

Ltda,, Petropolis, RJ), sendo feita uma secc¢ao na porcao cervical dos dentes.

Em seguida as raizes foram fixadas com godivatermoativada (Kerr
Corporation, USA) no canto inferior direito de uma pequena placa de acrilico cristal
(40 X 40 X 5 mm) para facilitar a adaptacdo na maquina de corte (Figura 3). A placa
de acrilico foi acoplada em um aparelho de corte de precisao ISOMET
LowSpeedSaw (BulherLtda,, Lake Bluff, IL, USA) e com o auxilio de dois discos
diamantados dupla face (XLI 2205, “hightconcentration”, 102 X 0,3 X 12, 7 mm;
ExtecCorp, Enfield, CT, USA / Ref: 12,205) e um espacador de aco inoxidavel (7 cm
de diametro, 4 mm de espessura e orificio central de 1,3 cm) entre os discos, com
velocidade de 300 rpm, refrigerado com agua deionizada, colocados em um angulo
de 90° em relacdo ao longo eixo do dente, no sentido mésio-distal, foram obtidas
rodelas de raiz, Em seguida com dois discos diamantados dupla face (XLI 2205,
“hightconcentration”, 102 X 0,3 X 12, 7 mm; ExtecCorp,Enfield, CT, USA / Ref:
12,205) e o espacador de 4 mm, foi realizado um corte da rodela no sentido

vestibulo-lingual, resultando em dois espécimes de dentina de 4 X 4 mm.
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Figura 3- Maquina de corte

4.4 Planificacé@o e polimento dos espécimes de denti  na

Os blocos de dentina foram submetidos a uma planificacdo. Para tal,
foram fixados com cera pegajosa em discos de acrilico de 30 mm de didametro por 8
mm de espessura, com a superficie de dentina externa (coberta por cemento)
voltada para baixo. A dentina foi planificada em uma PolitrizMetalogréafica (Figura 4)
com um sistema multiplo capaz de realizar o polimento automatico de 6 corpos de
prova (APL 4, Arotec, Cotia, SP) com o uso de uma lixa de carbeto de silicio de
granulagdo 320 (Extec, Corp,), em baixa velocidade, durante periodo de 10-30s,

dependendo da espessura do bloco.

Em seguida, os blocos foram retirados das placas acrilicas e estas foram
limpas com xilol (Pharmécia Especifica manipulacdo de formulas, Bauru - SP), para
remover residuos de cera, Os blocos foram novamente fixados, mas com a
superficie do cemento e dentina externa expostos (para cima). Utilizaram - se lixas
de carbeto de silicio de granulac¢do 600 (30 s — 60 s) e 1200 (1 min — 2 min) (Extec,

Corp,) em alta velocidade até a remogdo do cemento e obtencdo de uma superficie



4 Material e Métodos 51

de dentina com aspecto vitreo. Entre as trocas de lixas, os discos contendo 0s
blocos foram lavados em ultra-som T7 Thornton (Uniquelnd, e Com, de produtos
Eletrénicos Ltda., Sdo Paulo, SP), durante 2 minutos, com agua deionizada (200mL),

a fim de impedir interferéncia dos gréos na lisura do tecido.

Para o polimento final, utilizaram - se um pano de feltro (Extec, Corp,)
umedecido em solucdo de diamante de 1um (Buehler), durante 2 minutos, ApGs o

altimo polimento, os blocos retornaram ao ultra-som, durante 10 minutos.

Figura 4- Politrizmetalografica

4.5 Avaliacdo da microdureza superficial inicial e selecdo dos espécimes de

dentina

A microdureza superficial inicial da dentina foi avaliada utilizando-se um
microdurébmetro (HMV-2000/ Shimadzu Corporation Japan) acoplado a um
microcomputador e um software especifico (Cams — Win — New Age Industries/

USA) para a analise das imagens (Figura 5). Foi utilizado um penetrador diamantado
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piramidal tipo KNOOP, com carga estatica de 15 g, aplicada por 10 segundos
(Figura 6). Em cada corpo de prova foram realizadas 5 endentacdes aleatoriamente,
englobando diferentes areas da superficie com mais de 1000 um da lateral do
bloco(Figura 7). Para medir as endentacdes realizadas, duas marcas pontilhadas
gue aparecem na tela do computador se sobreporam aos vértices agudos do
losango correspondente a endentacdo, determinando o comprimento da maior
diagonal e, conseqlentemente, os resultados da dureza KNOOP através do calculo

automatico feito pelo software da seguinte equacéao:

KHN= C.c
&

Sendo: KHN= valor de dureza Knoop

C (constante)= 14,230

c =15 gramas

d= comprimento da maior diagonal da endentacéo,

Foram desprezados os fragmentos com valor médio de microdureza 10%
acima ou 10% abaixo da média de todos os fragmentos. Além disso, fragmentos
com manchas brancas visivieis a olho nu e contendo rachaduras também foram

excluidos. Ao final, foram selecionados 96 espécimes para o estudo.
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Figura-5: Microdurémetro Figura-6: Ponta penetradora tipo
aclopado ao computador Knoop

Comprimento da
maior diagonal

Figura-7: Imagem em maior aumento da
endentacao feita para avaliacdo de microdureza

4.6 Avaliacao do desgaste inicial

Antes das leituras de desgaste, foram realizadas duas marcacbes com a
lamina de bisturi, a fim de delimitar as areas de controle e area a ser testada. Para
este procedimento, foi confeccionado um guia de resina composta, sobre uma matriz
bipartida, com as dimensdes de: 2mm de largura; 1,5 mm de altura e 2,5 cm de
comprimento. Este guia foi colocado ao centro de cada espécime e foi realizada a

marcacgdo. Contudo, obtiveram-se areas de controle nas extremidades do espécime,
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onde cada uma media 1mm, e ao centro encontrava-se a area a ser exposta com
2mm de diametro (ALENCAR, 2013).

Para a avaliacdo do desgaste inicial da dentina, foi utilizado o perfildmetro
da marca Mahr (Marsurf GD 25, Gottingen, Germany) acoplado a um
microcomputador, onde foi utilizado o software (marsurf XCR 20) para avaliacdo das
imagens (Figura 8).

Para tal, uma ponta apalpadora esférica, que percorreu a superficie,
acoplada a uma unidade que tem como funcéo processar e interagir as informacdes
guantitativamente, fornecendo os resultados (Figura 9). Para cada espécime foi
realizado um total de cinco leituras, a ponta apalpadora percorria 3mm em todas as
leituras realizadas no espécime, a distancia de uma leitura a outra foi preconizada

250 pm.

Um pequeno dispositivo de aco inox foi utilizado para a adaptacdo do
espécime no perfilbmetro, além da adaptagcédo este dispositivo serviu para que na
leitura inicial e final o espécime ficasse na mesma posi¢cdo também era anotada as
marcacgdes dos eixos X e Y, e por fim, era realizada uma pequena marcacao no

canto superior esquerdo do espécime.
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Figura-9: Ponta apalpadora e dispositivo adaptador do espécime

4.7 Preparacao dos géis

Os géis foram preparados em Farmacia de manipulacéo e todos tiveram a
mesma composicao (hidrocelulose, propilenoglicol, metilparabeno, imidazolidiniluréia
e agua deionizada) exceto pela presenca do principio ativo respectivo de cada grupo

(Figura 10). O extrato de Cranberry utilizado para a confeccdo do gel do grupo
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experimental, foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. AnuradhaPrakki da

Universidade de Toronto- Canada.
Como citado no inicio deste capitulo, houve quatro tipos de géis:
1. Sem nenhum tratamento prévio,
2. Com principio ativa Cranberrya 0,05%,
3. Sem nenhum principio ativo,

4. Com principio ativo Clorexidinaa 0,012%,

Figura-10: Géis utilizados no experimento

4.8 Protecdo dos espécimes

O esmalte cosmeético foi utilizado para proteger as laterais dos fragmentos
necessarias para realizacdo dos testes de perfilometria. Uma fita adesiva foi
posicionada no centro da superficie do espécime, promovendo a protecdo de uma

porcéo e expondo a &rea a ser pintada (Figura- 11).
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Figura-11: Protecdo dos espécimes

4.9 Selecao dos voluntéarios

O calculo inicial da amostra feito com base em dados de um estudo piloto,
indicou a necessidade de 9 voluntarios para a realizacao deste trabalho, adotando-
se um erro a de 5%, erro B de 20%, desvio padrdo 1,145 um e diferenca minima
detectada entre as médias de 2 um (Calculos feitos utilizando-se o desgaste como
variavel de resposta). Contudo, apesar do calculo inicial e dado ao frequente nimero
de desisténcias que envolvem este tipo de estudo, buscou-se selecionar um namero
maior de sujeitos para esta pesquisa. Face a dificuldade em se conseguir voluntarios
para se submeterem a este tipo de estudo, este trabalho foi iniciado com 12 sujeitos
da pesquisa. Contudo, apos duas desisténcias, ao final, esta pesquisa foi conduzida
com 10 voluntarios adultos (todos do género feminino entre 20 e 26 anos de idade).
Os critérios de exclusao considerados na anamnese para composicdo da amostra
foram: habito de fumar; apresentar lesées de carie ativa no estagio de cavitacao;

apresentar desgaste dentario acentuado; ter recebido aplicacédo topica de flaor gel
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pelo menos duas semanas antes do estudo; ter utilizado nos ultimos2 meses ou
utilizar medicamentos que afetam o fluxo salivar (antidepressivos, narcoticos,
diuréticos ou anti-histaminicos); ter sofrido irradiagcdo ou quimioterapia; ter atividades
aquaticas (cloro presente em piscinas proporcionam ao individuo contato com agua
de baixo pH) ou trabalhar em ambientes poluidos por compostos de baixo pH
(Fabricas de baterias); apresentar doencgas sistémicas tais como as auto-imunes,
xerostomia, menopausa, diabetes tipo 1, ma nutricdo, problemas gastro-esofagicos e
disturbios de regurgitacdo e vomito; apresentar fluxo salivar estimulado menor que 1
mL/min e ndo estimulado menor que 0,1 mL/min. Os voluntarios selecionados para
este estudo foram alunos de graduacédo e pos-graduacéo do curso de Odontologia
com a tentativa de proporcionar um maior comprometimento por parte dos

voluntarios.

4.10 Preparo do dispositivo intrabucal palatino

Moldes do arco superior dos voluntarios foram obtidos com alginato e
vazados em gesso pedra. Dispositivos intrabucais palatinos foram confeccionados
em resina acrilica. Cada dispositivo continha 2 fileiras verticais consecutivas, uma no
lado direito e outra no esquerdo, com 2 cavidades de 5 x 5 x 3 mm, sendo que cada
uma delas serviu para fixacdo de 1 espécime, com cera pegajosa (Figura-12).

Primeiramente foi feita uma selec¢do planejada dos espécimes conforme
os valores de microdureza iniciais de forma que, em todos 0s grupos e voluntarios
houve espécimes com microdureza mais baixa e mais alta, Posteriormente houve

uma distribuicdo aleatoria, utilizando-se o programa Microsoft Excel.



4 Material e Métodos 59

Os espécimes foram fixados ao nivel da superficie de resina do aparelho,
evitando-se fendas laterais entre os fragmentos e as cavidades que possibilitariam o

indesejavel acumulo de biofilme dentario.

Figura-12: Dispositivo Palatino

4.11 Kits entregue aos voluntarios

Os voluntérios receberam um kit para o desenvolvimento da pesquisa.
Este kit continha basicamente uma maleta para o transporte dos materiais, um copo
americano, dez garrafas do produto Coca-Cola® 600 mL, um creme dental
(Colgate®), uma escova de dente (Colgate®), gaze, uma caixinha para o
armazenamento do aparelho palatino e um guia com orientacdes para os voluntarios

(Anexo 2), caso houvesse davidas. (Figura-13).

Figura-13: Kit para os voluntarios
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4.12 Tratamento e Procedimentos intrabucais

Os voluntarios utilizaram o dispositivo intrabucal em 2 periodos
experimentais de 5 dias. Durante a fase experimental o aparelho foi instalado um dia
antes de seu inicio, a noite, apdés a ultima higiene, para permitir a formacdo da

pelicula adquirida.

Os géis foram aplicados apenas pelo pesquisador responsavel e uma
Unica vez (pela manhd) antes que os voluntarios iniciassem a etapa in situ. Os géis
foram aplicados sobre os fragmentos por meio de uma fina camada utilizando-se um
microbrush durante 5 minutos. A seguir, foram cuidadosamente removidos com
cotonete. Os voluntarios foram instruidos a iniciarem os desafios erosivos somente

apos 2 horas da aplicacéo dos géis.

Os voluntarios foram orientados a utilizar o dispositivo intrabucal
continuamente (24 h/dia) exceto durante as refei¢cdes (3 refeicdes diarias de 1h),
sendo que nestes periodos os dispositivos foram mantidos no estojo plastico,
envolto em gaze umedecida em agua de abastecimento (Bauru — 0,7 ppm F). Foi
permitido aos voluntérios realizar a higiene bucal normalmente, apos as refei¢des,
sem o dispositivo. Os voluntarios também foram orientados a ndo ingerirem bebidas,
exceto agua, durante o experimento, a ndo ser nos horérios das refeicdes quando

nao estiveram utilizando o dispositivo.

Durante o periodo experimental todo o aparelho foi imerso trés vezes ao
dia, 30 minutos apos cada refei¢cdo, por 5 minutos, em um copo contendo 200 mL da
bebida em estudo. A cada dia, foi utiizada uma nova garrafa de 600 mL. O

refrigerante foi mantido em temperatura ambiente.
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N&o foi exigido dos voluntarios o seguimento exato destes periodos, foi
permitida uma variacdo, desde que fossem feitas as 3 imersdes diarias e que, apds
a imersao no refrigerante, os individuos permanecam com o aparelho na cavidade

bucal por no minimo 2 horas antes da nova imerséao.

Apos a finalizacdo de cada periodo os aparelhos foram identificados e o
esmalte de unha cosmeético, responsavel pela protecdo de metade da area dos

fragmentos, foi retirado.

4.13 Analise da microdureza superficial final

Ao final do experimento, foi avaliada a microdureza superficial dos
espécimes utilizando o mesmo microdurémetro com as mesmas especificacdes (159
por 10s).

Na area exposta a acao erosiva foram realizadas 5 endentac¢des, com
distancia aleatoria entre elas, englobando toda sua superficie e 0 mesmo foi feito na
superficie que esteve protegida durante o experimento. A média das endentacdes
(microdureza final) foi utilizada para avaliar a porcentagem de perda de microdureza

de superficie (%PDS) de acordo com a seguinte férmula:

%PDS= microdureza inicial — microdureza final x 100

microdureza inicial
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4.14 Avaliagao do desgaste final

O perfil tracado pelo perfilbmetro percorreu a superficie dos espécimes
passando por areas de superficie higida (protegida) e afetado, e como o espécime
polido ndo tratado (protegido — area de referéncia) se assemelha muito a uma linha
reta, foi facil a identificacdo da regido submetida aos grupos experimentais

(Figura 14).

Assim sendo, ap0s a determinacdo do perfil, a medida do desgaste foi
obtida pela distancia em micrometros entre a linha média do grafico correspondente
a area protegida do espécime (superficie de referéncia) e o vale maximo de
desgaste (Figura 15), Para cada espécime foram feitas cinco medi¢cdes em

diferentes areas da interface entre material integro e desgastado.

Area
exposta

Mg W

area tratada

, Direcdo da
Leitura

Figura 14- llustracdo esquematica mostrando a quantificacdo do desgaste pelo perfilbmetro
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E Mxoil doom ndo € proporcional
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0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 mm

Figura 15- Desgaste dos espécimes testados ocasionado pela erosédo

Assim sendo, apos a determinacédo do perfil, a medida do desgaste foi
obtida pela distancia em micrometros entre a linha média do grafico correspondente
a area protegida do espécime (superficie de referéncia) e a média dos vales de
desgaste. Para cada espécime foram feitas cinco medi¢cbes em diferentes areas da

interface entre dentina higida e desgastada.

4.15 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia de medidas repetidas
seguido do teste de Fisher (p<0,05), para as duas variaveis de resposta testadas
(Desgaste e Microdureza superficial). Para a realizacdo destas andlises estatisticas,
foi utilizado o programa STATISTICA data analysis software system 11,0 (Stat Soft

Inc.).
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5.1 Andlise da dureza

A comparacédo dos valores de porcentagem de perda de microdureza por
meio da analise de variancia de medidas repetidas demonstrou ndo haver diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. A Figura 16 e a Tabela 1 mostram os

valores de %PDS dos diferentes grupos avaliados.

45
40
35t
30
/)]
[a}
o
® 251
20
15 |
10 t
5 : * * — Média
G1- Sem gel G2- Cranberry G3- Placebo G4- Clorexidina Bl Média + dp
Grupo T Min-Max

Figural6 - Porcentagem de Perda de Dureza Superficial (%PDS) dos 4 grupos avaliados.
* Letras iguais indicam auséncia de diferenga na comparacao entre 0s grupos
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Tabela 1-Valores de Porcentagem de Perda de Dureza Superficial (%PDS) dos 4 grupos avaliados.

Voluntario G1-Sem gel G2-Cranberry G3-Placebo G4-Clorexidina
1 29,95 18,85 22,18 15,21
2 24,68 17,16 9,36 22,00
3 26,50 21,98 32,58 32,62
4 19,68 30,54 39,86 39,61
5 36,20 25,87 16,88 30,19
6 32,00 30,77 35,23 38,15
7 27,10 19,97 22,44 25,24
8 35,45 32,72 24,10 28,47
9 29,77 26,76 22,96 24,07
10 19,93 24,63 31,79 42,78

Total 28,12% +571  24,92% + 5,38 25,74% + 9,15 29,83% + 8,63

(média * dp)

5.2 Andlise de desgaste

O teste de Analise de Variancia de medidas repetidas mostrou haver
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos com relacdo ao desgaste.
Assim, o teste de Fisher permitiu verificar que nédo houve diferenca estatisticamente
significantes de desgaste entre os grupos Placebo e Controle (sem gel), também
ndo houve uma diferenca entre os grupos Clorexidina e Cranberry. Porém, os
grupos Clorexidina e Cranberry apresentaram menores valores de desgaste em
relacdo aos grupos Placebo e Controle (sem gel), sendo esta diferenca

estatisticamente significativa. A Figura 17e a Tabela 2 apresentam estes dados.
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Desgaste (Km)

Média
W Média +dp
grupo T Min-Max

G1-Sem gel G2-Cranbemy G3-Placebo G4-Clorexidina

Figura 17 - Desgaste (um) dos 4 grupos avaliados.
* Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa na comparacéo entre os grupos

Tabela 2 — Valores de Desgaste (um) dos 4 grupos avaliados.

Voluntario G1-Sem gel G2-Cranberry G3-Placebo G4-Clorexidina
1 5,24 2,82 3,91 3,84
2 2,93 2,74 2,22 2,87
3 7,69 6,04 5,58 5,60
4 4,45 3,99 4,46 6,52
5 5,57 1,82 2,70 2,25
6 3,64 2,24 5,33 2,27
7 6,07 3,39 4,91 2,98
8 5,06 2,99 5,95 2,36
9 3,87 3,15 4,32 2,26
10 5,24 3,75 4,45 2,21

Total 4,98 pm + 1,36 3,29 um £ 1,16 4,38 um £ 1,19 3,32 um £ 1,55

(média  dp)
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O presente estudo avaliou in situ a capacidade de inibicdo de MMP na
erosdo dentaria mais especificamente em dentina, utilizando géis com dois
principios ativos (Clorexidina e Cranberry).

Neste trabalho, foi preconizado estudo in situ por este modelo envolver o
uso de dispositivos intrabucais, os quais criam condi¢cdes semelhantes da cavidade
bucal humana, servindo de ponte entre a situacdo clinica natural sem grande
controle dos vieses inerentes a este tipo de estudo e a situacdo laboratorial
altamente controlada (ZERO, 1995; HONORIO, 2006).

Os estudos in situ, apresentam vantagens que devem ser levadas em
consideracdo, como a possibilidade de se realizar o estudo na cavidade bucal
humana, ao contrario dos estudos in vitro ou daqueles realizados em animais,
permitindo um controle das variaveis experimentais e a flexibilidade do desenho
experimental, diferente das possibilidades que os trabalhos clinicos nos oferecem. E
possivel aumentar a sensibilidade e a validade cientifica da metodologia, interagindo
vérias técnicas de avaliagdo das ciéncias basicas. Porém ha desvantagens, que
devem ser consideradas,e ndo devem ser levadas como fatores que tornem este
tipo de estudo invidvel ou queo desfavoreca, estas desvantagens podem ser: a
limitacdo do numero de participantes devido a propria natureza do estudo in situ, a
dependénciada colaboragcdo dos participantes, este estudo necessita de uma
conducéo de trabalho muito cautelosa e exigente(HONORIO, 2006; ZERO, 1995).

Ja os modelos de estudos in vitro sdo importantes para avaliar as
interacdes quimicas que acometem na erosdo dentaria (HONORIO, 2006;
AMAECHI; HIGHAM; EDGAR, 1999; BARBOUR et al., 2003; BRUNTON; HUSSAIN,

2001; HUGHES et al., 2000; JOANSSON et al., 2001; LARSEN; NYVAD, 1999),
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porém este tipo de estudo néo é capaz de apresentar os varios fatores que atuam na

cavidade bucal, como por exemplo, a saliva e a pelicula adquirida.

Em 1999, HALL et al. (1999) concluiram que os estudos in situ sobre
erosdo dentaria apresentam diferentes resultados quando comparados ao in
vitro.Foram realizados com uma mesma bebida desafios erosivos em um mesmo
intervalo de tempo.Os espécimes do modelo in situ apresentaram umdesgaste

menor significativamente quando comparados com os espécimes do modelo in vitro.

Existem possibilidades de aplicagcbes de principios ativos como
bochechos, dentifricios, géis, solu¢des, entre outros. No caso deste estudo in situ foi
adotado o método de aplicacdo em gel, a fim de facilitar a aplicacdo e padronizar o
contato do principio ativo com a dentina(KATO et al., 2010).Por outro lado, outros
meétodos usualmente utilizados pelos pacientes também poderiam ser escolhidos
para a realizacdo deste estudo, como a solucdo para bochecho e o dentifricio.
Contudo, ao contrario do método escolhido, estes dois Ultimos n&o ofereceriam uma
perfeita padronizagdo no tempo e intensidade de ac&o do principio ativo em contato
com a estrutura dentaria, uma vez que cada voluntario poderia utilizar estes métodos
de maneira diferente, ainda que fossem orientados para fazé-lo de forma
padronizada. Diante destas observagbes a melhor escolha para este estudo foi a
aplicacdo em gel, onde padronizou-se um tempo de 5 minutos que o gel iria ficar em
contato com a estrutura da dentina.

A erosdo deste estudo foi produzida por uma bebida acida (Coca-Cola®),
por esta ser uma bebida de maior consumo pela populagéo, apresenta também um
grande potencial erosivo por essas caracteristicas e pela facilidade de consumo
desta bebida trazendo um maior conforto aos voluntarios,que ela foi preconizada

para a realizacédo deste estudo.
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Em 2000, Sobral et al. (2000) em um dos seus estudos mostraram que as
bebidas acidas como liméo e os refrigerantes de Cola e guarana, possuem o pH
respectivamente, 2,5, 2,6 e 3,36 (SOBRAL et al., 2000). A erosdo dentaria realizada
em uma pesquisain vitro por bebidas 4cidas em dentes deciduos, concluiram que as
bebidas testadas sdo potencialmente erosivas, sendo que o suco de limao
apresentou as maiores perdas de calcio e fosfato inorganico, seguido pelo
refrigerante tipo cola e pelo guarana (SOBRAL et al., 2000). Em outro estudo
realizado em 2009 por Hanan; Marreiro (2009) pesquisando pH de bebidas como
sucos, bebidas lacteas e refrigerantes, relataram que as bebidas lacteas e
refrigerantes de Cola apresentam menores valores de pH (HANAN; MARREIRO,
2009).

Leme et al. (2011) compararam os efeitos erosivos em um Scanner de
Microscopia eletrbnica de bebidas acidas como refrigerante de limao(Soda
limonada®), do suco & base de soja sabor laranja (Ades®), da bebida isotonica sabor
tangerina (Gatorade®) e do refrigerante de Cola (Coca-cola®), e chegaram a
conclusdo de que todas as bebidas possuem um potencial erosivo, porém o
refrigerante a base de cola alterou o esmalte de forma mais intensa seguido pelo
refrigerante de liméo, bebida isotdnica e suco a base de soja (LEME et al., 2011).

Os estudos citados acima corroboram e complementam com base na
literatura a escolha desta bebida &cida (Coca- cola®) para a promocéo da erosédo
dentaria no presente estudo. Além disso, por ser este agente erosivo um produto
industrializado, a padronizagdo de composicao e pH pode ser melhor controlada e

desta forma tal bebida pode levar a menores vieses na andlise dos dados.
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A eroséo foi realizada extra oralmente com imersdo na bebida acida
durante 5 minutos, a fim de produzir a desmineralizac¢do. E provavel que o pH baixo
da bebida tenha induzido a ativacdo de MMPs da dentina e MMP proveniente da
saliva. E geralmente considerado, que as MMPs, embora ativadas, ndo consigam
degradar a matriz organica de dentina em pHacido.Por esse motivo foram realizadas
imersbes a cada trés horas, para potencializar a degradacdo da matriz de
MMP(KATO et al., 2009), uma vez que a dentina higida sofre uma ac¢do por uma
bebida acida, o pH cai, e ocorre a desmineralizacdo do componente inorganico da
dentina expondo a trama de fibras colagenas e das MMPs, e é na hora em que o pH
esta baixo que ocorrem a ativacdo das MMPs, e quando o pH volta ao seu normal
(pH 7,0) é que ocorre a degradacdo das fibrilas colagenas pelas MMPs
(MAGALHAES et al., 2009).

A clorexidina foi escolhida como controle positivo para este estudo devido
a sua ampla quantidade de estudos como inibidores de MMPs na erosdo dentaria
em dentina. Outro principio ativo utilizado nesta dissertacdo foi a Cranberry, pelo
fato desta fruta estar sendo muito estudada pela medicina na inibicdo de MMPs,
células cancerigenas, impedimento da adesédo de células hospedeiras e inibicdo de
células metabolicas em obesos (HISANO et al.,2012; DESSI; ATZEI; FANOS, 2011;
NUGGEHALLY, 2013; RUEL et al., 2009; KONDO et al., 2011; DEZIEL et al., 2010).

Um desses exemplos de estudo foi o de Dessiet al. (2011) que em 2011
avaliaram a eficacia da Cranberry como tratamento de infec¢gbes urinarias em
pacientes pediatricos, apresentando um resultado satisfatorio em relacdo aa
Cranberry nestes pacientes em especificos (DESSI; ATZEl; FANOS, 2011).Em
2009, outro estudo avaliou o efeito do suco de Cranberryde baixa caloria em homens

obesos, Ruel et al.(2009), chegaram a conclusdo de que o consumo diario do suco
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de Cranberry pode diminuir as MMP-9, fazendo com que diminuisse a hipertensao, e
a vulnerabilidade a ruptura da placa aterosclerdtica favorecendo os efeitos
cardioprotetores.

Ainda falando sobre o efeito da Cranberry em tratamentos médicos, é
importante destacar que esta fruta tem apresentado resultados positivos em
pesquisas acerca da inibicdo de células tumorais e cancerigenas.Em 2011, Kondo et
al. (2011), estudaram estes efeitos, e chegaram a conclusédo de que a melhor fonte
de acido ursdlico e os seus ésteres, entre as frutas e produtos testados, foi a
Cranberry.

Na odontologia, a Cranberry tem sido estudado na prevencdo da carie
dentaria, inibindo a producdo de acidos organicos e a formacao de biofilmes por
bactérias cariogénicas(BONIFAIT; GRENIER, 2010). J4 no caso da periodontia, 0s
polifendis de Cranberry atuam reduzindo a resposta inflamatéria, bem como a
producdo e atividade das enzimas proteoliticas que contribui para a destruicdo da
matriz extracelular na doenca periodontal(BONIFAIT; GRENIER, 2010).0s polifenois
de Cranberry também interferem em varias atividades (incluindo a formacédo de
biofiime e adesdo) do Porphyromonasgingivalis, o principal agente etiolégico na
periodontite cronica (BONIFAIT; GRENIER, 2010).

A partir dos resultados apresentados nestes diversos estudos citados
acima, decidiu-se pesquisar sobre o efeito da Cranberry na erosdo de dentina.
Sendo este estudo o pioneiro nesta area da odontologia.

Os resultados desta pesquisa mostraram que o principal grupo
experimental (Cranberry) juntamente com o grupo da Clorexidina (Controle positivo)
apresentaram melhores resultados na minimizacdo dos efeitos deletérios da erosao

dentinaria quando comparados aos dois grupos considerados como controles
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negativos(placebo e sem gel). Tal fato reforca alguns achados de estudos
semelhantes ja publicados na literatura cientifica.

Assim como os resultados encontrados nesta pesquisa, Magalhdes et al.
(2009) também encontraram resultados satisfatorios em relacdo aos inibidores de
MMPs (Clorexidina, Chéa verde) utilizados em sua pesquisa, concluindo que houve
diferenca significativa entre os grupos, pois a Clorexidina e o Cha verde reduziram
estatisticamente a erosdo dentaria em relacdo ao grupo controle. Igualmente
aconteceu no estudo de Kato et al.(2010) onde desenvolveram um trabalho
avaliando o possivel efeito do EGCG (extrato do cha verde) e Clorexidina para
impedir a erosao dentaria em dentina. Ao final do trabalho pode-se concluir que os
géis utilizados para este trabalho inibiram as MMPs, prevenindo a erosédo dentaria
em dentina.

Além da Clorexidina existem outros possiveis inibidores de MMPs sendo
testados na Odontologia, e muitos destes trabalhos tem alcangado um resultado
satisfatério corroborando com os resultados encontrados neste trabalho. Como ja
observado nos estudos citados acima, outro inibidor de MMP que esta sendo
bastante pesquisado € o cha verde. Um desses estudos sobre o cha verde de Kato
et al.(2009), foi avaliado o seu efeito protetor sobre a erosao de dentina, os autores
concluiram que o cha verde conseguiu prevenir a erosdao na dentina mediante a
exposicao de processos erosivos.

Outros inibidores de MMPs como o zinco, o sulfato ferroso (FeSQO,), o
amalgama através do seu condicionamento tampdo, e outros metais
equivalentes(KATO et al., 2010), estdo sendo estudados para a prevencao da
erosdo dentaria, e até o presente momento tém apresentado resultados promissores

para esta linha de pesquisa. Como exemplo do efeito desses inibidores de MMPs,
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podemos citar o trabalho de Kato et al.(2010) que testaram in vitro o efeito de FeSO,
em MMP-2 e MMP -9, e avaliou in situ o efeito de FeSO,4 em gel sobre a eroséao da
dentina, Eles concluiram no in vitro que o FeSO4 conseguiu inibir as MMP-2, e in
situ, o FeSO,4 preveniu completamente o desgaste dentario.

Todos esses trabalhos e resultados citados acima apenas corroboram
para com o0s resultados apresentados nesta pesquisa, mostrando a eficacia ja
comprovada da clorexidina na prevencao da erosdo, como também o0s possiveis
efeitos positivos da Cranberry na prevencéo da eroséo dentinaria.

Assim, com base nos resultados deste trabalho, o gel a base de
Cranberry ou seus possiveis subprodutos (verniz, solucdo, dentifricio, etc), podem
desempenhar importante papel na prevencédo da erosdo em dentina, uma vez que
apresentou resultados semelhantes ao que a literatura apresenta para o seu padrao
ouro (Clorexidina), sem no entanto, apresentar boa parte dos seus conhecidos
efeitos colaterais.

Dentre os principais efeitos colaterais do uso frequente da Clorexidina,
destacam-se a possiveis alteragdes no paladar, ou ate a perda do paladar, possui o
sabor desagradavel, o uso continuo ou em altas concentragbes podem causar 0
manchamento dental, apresentar areas eritematosas e esbranquicadas, ulceracoes,
e toxicidade (LABBATE; LEHN; DENARDIN, 2003; GUIMARAES et al.,, 2006;
CARVALHO; ARAUJO, 2004; TORRES et al., 2000). Tais fatos reforcam a
necessidade de se investigar métodos alternativos na prevencdo da erosao

dentinaria com efeitos semelhantes aos verificados na clorexidina.
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ApOs estas discussdes, podé-se concluir a importancia de novos
trabalhos para a confirmacao destes resultados, e também de novas investigacdes
para a confirmacdo dos efeitos positivos deste principio ativo (Cranberry) na

odontologia, por meio de outros estudos in situ e estudos clinicos randomizados.
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ApoOs a andlise dos resultados pode-se concluir que:

Houve uma eficiéncia estatisticamente significante dos géis ativos a base
de Cranberry e de Clorexidina na prevencdo do desgaste da dentina submetida a
erosdo dentaria em relacao aos grupos Placebo e Controle (sem gel). Tal concluséo
permite a rejeicdo da primeira hipétese nula formulada.

N&do houve diferencas significantes na porcentagem de perda de
microdureza da dentina exposta ao desafio erosivo quando referidas ao grupo
controle (sem gel), Cranberry, Placebo e Clorexidina. Tal conclusdo permite a

aceitacdo da segunda hipodtese nula formulada.
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ANEXO 1 — Parecer Consubstanciado do CEP

FACULDADE DE
ODONTOLOGIA DE BAURU- Wm
USP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito de um gel a base de Cranberry sobre a dentina submetida a erosdo dentaria.

Pesquisador: Joana Regina Dokko

Area Tematica: Area 4. Equipamentos, insumos e dispositivos para satde novos, ou nao registrados no
pais.

Versao: 1

CAAE: 04346612.3.0000.5417

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Bauru-USP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 138.243
Data da Relatoria: 31/10/2012

Apresentacgdo do Projeto:

Este estudo duplo cego e cruzado constara de 2 fases com duragéo de 5 dias. Para tal, 10 voluntarios
utilizarao 2 aparelhos palatinos (um em cada fase)com 4 blocos de dentina bovina divididos em 2 grupos. Na
primeira fase estardo presentes os grupos: G1 - A¢do da bebida &cida (Coca-cola®)sobre a dentina bovina
sem nenhum tipo de tratamento prévio; G2 - A¢do da bebida acida sobre a dentina tratada com gel a base
de Cranberry e na

segunda fase seréo testados os grupos: G3 - Agédo da bebida sobre a dentina tratada com gel de aplicagéo
tépica sem nenhum principio ativo; G4 -Ag¢édo da bebida acida sobre a dentina tratada previamente com gel
de Clorexidina. Cada aparelho sera imerso na bebida acida, 3x/dia, durante 5 minutos por 5 dias. A
porcentagem de perda de microdureza de superficie e a perfilometria seréo as variaveis utilizadas para
quantificar as

alteragbes da dentina.

Objetivo da Pesquisa:
Este projeto tem como objetivo estudar in situ o efeito protetor de um gel a base de Cranberry aplicado
sobre a dentina submetida a erosao

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Este estudo ndo apresenta riscos aos voluntarios da pesquisa.
Beneficios:Apresentar uma alternativa de protecéo e prevengéo contra a eroséo dentéaria.

Enderego: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRO BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901

UF: SP Municipio: BAURU

Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: mferrari@fob.usp.br
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A presente pesquisa tem como hip6tese:Considerar a possibilidade de que os componentes do Cranberry
possam inibir as metaloproteinases da dentina exposta a agentes erosivos, bem

como o fato de néo existirem trabalhos verificando-se tal fendmeno, este estudo in situ terd como objetivo
avaliar o possivel efeito protetor de um gel a base de Cranberry aplicado sobre a dentina submetida a agéo
de agentes erosivos.

Apresenta metodologia proposta adequda aos objetivos.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:
Termos de apresentacgéo obrigatéria apresentados corretamente

Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
N&o existem inadequacgdes

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O CEP acata o parecer APROVADO emitido pelo relator.

Esse projeto foi considerado APROVADO. O CEP-FOB/USP exige a apresentagao de relatérios anuais
(parciais e finais), conforme o cronograma apresentado. Qualquer alteragdo na metodologia e/ou titulo e a
inclusé@o ou exclusdo de autores devera ser prontamente comunicada. Lembramos que na apresentagdo do
relatério final, deverdo ser incluidos todos os TCLEs efou termos de doacdo de dentes devidamente
assinados e rubricados.

BAURU, 05 de Novembro de 2012

Assinador por:
Maria Teresa Atta
(Coordenador)

Endereco: DOUTOR OCTAVIO PINHEIRO BRISOLLA 75 QUADRA 9

Bairro: VILA NOVA CIDADE UNIVERSITARIA CEP: 17.012-901

UF: SP Municipio: BAURU

Telefone: (14)3235-8356 Fax: (14)3235-8356 E-mail: mferrari@fob.usp.br
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ANEXO 1 — Orientacdo entregue para o0s voluntarios

Como fazer a pesquisa?

e Vocé ira utilizar um aparelho moével por 2 periodos de 5 dias
(totalizando 10 dias);

o Cada periodo da pesquisa sera realizado de segunda a sexta-feira e
ndo envolvera os finais de semana. Entre cada periodo, havera um
intervalo de 1 semana de descanso sem utilizar nenhum aparelho.

e Durante todo o periodo de execugdo deste trabalho, utiliza SOMENTE
o creme dental entregue a vocé pela responséavel da pesquisa.

e Nos 2 periodos, vocé devera utilizar o aparelho por no minimo 21
horas por dia, podendo apenas retira-lo no maximo 3 horas por dia (1
hora para cada refeigéo, aproveitando a retirada para fazer a prépria
higiene bucal);

e Sempre que o aparelho estiver fora da boca, embrulhe-o em gaze
umida para nédo resseca-lo.

e Apo6s cada refeigdo e a higiene bucal, recqloque o aparelho na boca e
somente apés 10 minutos vocé devera imergir todo o aparelho em
Coca-Cola por 5 minutos, totalizando ent3o, 3 imersdes por dia.

e Entre cada imersdo em Coca-cola, nunca podera haver um intervalo
menor do que 3 horas.

e O volume de Coca-Cola a ser utilizado corresponde ao limite da borda
do copo de vidro que vocé recebeu.

e Utilize uma nova garrafa de Coca-cola por dia. O restante da bebida
que nao for utilizar para este trabalho pode ser guardado para
consumo futuro, caso deseje.

e O aparelno deve ser imerso em bebida na TEMPERATURA
AMBIENTE, nunca GELADA.

e Jamais escove ou limpe o aparelho durante a pesquisa. Quando
necessario, lave-o somente em aguz corrente pela parte de traz,
nunca pela parte dos blocos. Evite também ficar passando a
lingua no aparelho enquanto estiver dentro da boca. Tais
procedimentos podem prejudicar a pesquisa.

o Vocé deve estar ciente que o ndo cumprimento das instrugSes podera prejudicar os resultados da pesquisa
€ que a sua participag#io ajudaré no estabelecimento de protocolos educativos em relagio ao consumo de
refrigerantes voltados para a populagio de modo geral. N&o h& nenhum tipo de risco a sua cavidade bucal
ou aos seus dentes, pois o experimento serd conduzido fora da boca, nos pedagos de dente fixados no
aparelho.

Qualquer duivida ou maiores esclarecimentos vocé podera me
ligar — Joana Dokko -Telefone (14) 8168-1829 ou (14)3016-0270




	CAPA

	DEDICATÓRIA E AGRADECIMENTOS

	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTA DE ILUSTRAÇÕES
	TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURA, SIGLAS, SÍMBOLOS E PALAVRAS DE ORIGEM ESTRANGEIRA

	SUMÁRIO
	1 INTRODUÇÃO

	2 REVISÃO DE LITERATURA

	3 PROPOSIÇÃO

	4 MATERIAL E MÉTODOS

	5 RESULTADOS

	6 DISCUSSÃO

	7 CONCLUSÕES

	REFERÊNCIAS

	ANEXOS


