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RESUMO
O céancer de cabega e pescoco (CCP) é uma enfermidade com nimero de casos
crescente no Brasil sendo a radioterapia o tratamento de maior eficacia para reverter
sua evolugéo, porém ela pode prejudicar o funcionamento das glandulas salivares
causando hipossalivacdo e, consequentemente, o desenvolvimento de caries com
progressdo rapida mesmo apos o término do tratamento. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes formulagdes de saliva artificial na viabilidade celular
do biofilme microcosmo formado in vitro em esmalte irradiado e ndo irradiado, a
partir de biofilme de participantes com CCP, submetidos & radioterapia, com
hipossalivacéo e participantes saudaveis. Para tanto, foram utilizados espécimes de
esmalte bovino irradiado e néo irradiado (n = 108 blocos cada) divididos entre os
Grupos A (participantes saudéaveis) e B (participantes com CCP). O biofilme foi
formado por 5 dias utilizando saliva McBain (2009) com sacarose a 0,2% (5% CO.,
37°C) e, a cada 24 h, foi submetido por 60 s com as seguintes formulagdes: a)
Apenas constituintes inorganicos (SA); b) SA com cistatina de cana-de-agUcar
CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL (SA+Cane); c) SA com Hemoglobina a 1,0 mg/mL (SA+Hb);
d) SA com CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL e Hemoglobina a 1,0 mg/mL (SA+Cane+Hb); e)
Férmula comercial Bioténe® (BTN). O Controle (CTR) com &gua também foi
realizado. Ao final do periodo, o biofime foi avaliado através do método da
resazurina e os dados foram analisados por ANOVA a trés critérios (p < 0,05). As
andlises evidenciaram uma interacdo significativa entre o tipo de biofilme e os
tratamentos (p = 0,011). Além disso o biofime do Grupo B demonstrou uma
viabilidade celular (VC) reduzida em comparagdo ao Grupo A. Para o Grupo A
nenhum dos tratamentos promoveu alteracéo significativa na VC em comparacéo ao
CTR. Para o Grupo B, os tratamentos SA+Cane+Hb (p = 0,001) e BNT (p = 0,022)
reduziram significativamente a VC em relagdo ao CTR. Logo, quando se pretende
avaliar formulagbes de saliva artificial para pacientes com CCP é necessario a
utilizagdo do inéculo de biofilme especifico deste grupo. Além disso, as proteinas
CaneCPI-5 e Hemoglobina em associagdo se mostraram eficazes em reduzir a VC
deste tipo de biofilme sendo potenciais candidatas para a insercdo em formulagdes

de saliva artificial para pacientes com CCP e com hipossalivacéo.

Palavras-chave: Saliva. Saliva artificial. Biofilme dentéario. Carie dentéaria.



ABSTRACT
Head and neck cancer (HNC) is a disease with an increasing number of cases in
Brazil, with radiotherapy being the most effective treatment to reverse its evolution,
but it can impair the functioning of the salivary glands causing hyposalivation and,
consequently, the development of cavities with rapid progression even after the end
of treatment. The objective of this study was to evaluate the effect of different
formulations of artificial saliva on the cell viability of the microcosm biofilm formed in
vitro in irradiated and non-irradiated enamel, from biofilm of participants with HNC,
submitted to radiotherapy, with hyposalivation and healthy participants. For that,
specimens of irradiated and non-irradiated bovine enamel (n = 108 blocks each)
were used, divided into Group A (healthy participants) and B (participants with HNC).
The biofilm was formed for 5 days using McBain saliva (2009) with sucrose 0.2% (5%
CO,, 37°C) and, every 24 h, it was submitted for 60 s with the following formulations:
a) Only inorganic constituents (SA); b) SA with CaneCPI-5 sugarcane cystatin at 0.1
mg/mL (SA+Cane); c) SA with Hemoglobin at 1.0 mg/mL (SA+Hb); d) SA with
CaneCPI-5 at 0.1 mg/mL and Hemoglobin at 1.0 mg/mL (SA+Cane+Hb); e) Bioténe®
commercial formula (BTN). The Control (CTR) with water was also performed. At the
end of the period, the biofilm was evaluated using the resazurin method and the data
were analyzed by ANOVA using three criteria (p < 0.05). The analyzes showed a
significant interaction between the type of biofilm and the treatments (p = 0.011). In
addition, Group B biofilm demonstrated reduced cell viability (CV) compared to Group
A. For Group A none of the treatments promoted a significant change in CV
compared to CTR. For Group B, the treatments SA+Cane+Hb (p = 0.001) and BNT
(p = 0.022) significantly reduced CV compared to CTR. Therefore, when it is intended
to evaluate artificial saliva formulations for patients with HNC, it is necessary to use
the biofilm specific inoculum of this group. In addition, the proteins CaneCPI-5 and
Hemoglobin in combination proved to be effective in reducing the CV of this type of
biofilm and are potential candidates for insertion in artificial saliva formulations for

patients with HNC and hyposalivation.

Keywords: Saliva. Artificial saliva. Dental biofilm. Dental cavity.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional do Céncer (INCA),"...caAncer € o nome
dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum 0O crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos ...”, dentre essas doencas
estd o cancer de cabeca e pescoco (CCP) denominacdo dada ao conjunto de
tumores que se manifestem na regido da cabega e pescogo como faringe, laringe,
orofaringe, glandulas salivares dentre outros.

O diagnostico do CCP mostra-se crescente a cada ano. Em 2020 as
estimativas fornecidas pelo INCA mostram-no como 0 segundo cancer mais
recorrente em homens e estima-se cerca de 7.650 novos casos de cancer de laringe
e 15.190 novos casos de cancer de cavidade oral ocorrerdo para cada ano do triénio
de 2020-2022.

Por configurar um importante problema de salde publica, diversas
abordagens terapéuticas vém sendo utilizadas no tratamento do CCP como a
cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia ou a combinagdo dos métodos citados. A
radioterapia consiste na utilizagdo de radiagdes ionizantes no local afetado para
combater neoplasias malignas e & normalmente empregada no tratamento de
pacientes com CCP visto sua eficacia na preservacdo de estruturas importantes
presentes na regido de cabeca e pescogo (Lieshout e Bots, 2014). Apesar dos
beneficios da radioterapia, diversos efeitos colaterais indesejados podem surgir a
partir deste tratamento como irritagdo na mucosa bucal, perda do paladar,
xerostomia, hipossalivacdo, céaries de radiacdo, entre outros (Jham e Freire, 2006),
impactando negativamente a qualidade de vida desses individuos.

Sendo a saliva um fluido complexo que tem papel importante na manutengao
da saude bucal devido as mudltiplas fungdes que desempenha (Buzalaf et al., 2012),
qualquer alteracdo na quantidade e/ou qualidade desse fluido decorrente do
tratamento por radioterapia pode resultar em complicagbes na saude bucal dos
pacientes com CCP (Pow et al., 2003; Liang et al., 2016).

Estudos relatam que a reducdo do fluxo salivar (hipossalivagdo) pode
prejudicar os tecidos duros e moles da cavidade bucal bem como modificar a
microflora existente, facilitando a proliferacdo de bactérias cariogénicas (Nagler,
2002). Ainda, a alteracdo na composicdo dos eletrolitos da saliva como o

bicarbonato, o qual € responsavel pela regulagcdo do pH da cavidade bucal, e o
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calcio e o fosfato, os quais participam dos processos de desmineralizagdo e
remineralizac@o dentaria, pode favorecer a instauracéo de caries (Deng et al., 2015).

Além das alteragBes de fluxo salivar, os pacientes irradiados na regido de
cabeca e pescoco também podem desenvolver as céries de radiacdo. O principal
fator para o aparecimento de tais lesbes é ndo somente devido a diminuicdo de
saliva, mas uma combinagdo de hipossalivacdo e efeitos diretos da radiagdo no
tecido dental duro, tornando-os mais suscetiveis a desmineralizagdo (Silverman,
1999; Gongalves et al., 2014).

Assim, devido ao potencial cariogénico que acomete esse grupo e por ja
apresentarem outras complicagdes decorrentes da radioterapia, a busca por
solugdes que visem a melhora na qualidade de vida desses pacientes torna-se
necessaria. Nesse sentido, diversas formulacbes de saliva artificial tém sido
desenvolvidas e comercializadas, visando proporcionar lubrificagdo suficiente para
manter os tecidos orais umidos e protegidos da agressdo mecénica e quimica, assim
como impedir a colonizacdo de bactérias cariogénicas (Diaz-Arnold et al., 2002). A
Bioténe®, formulacdo comercial de saliva artificial, utilizava enzimas antimicrobianas
em sua composicao (http://www.biotene.co.uk/) e trabalhos na literatura indicavam
gue sua utilizacdo podia melhorar a qualidade de vida de pacientes irradiados
(Hahnel et al., 2009; Aykut-Yetkiner et al., 2014). Entre as salivas artificiais vendidas,
a Biotene® € uma marca que existe em forma de gel, pasta dentifrica e solucéo de
bochecho (http://www.biotene.co.uk/). A solugdo de bochecho dessa marca né&o
contém alcool, 0 que evita que se sinta ardéncia na sua utilizacdo. Apesar de ter
sido demonstrado que sua utilizagdo pode melhorar os sintomas da xerostomia
induzido pela radiagéo, os resultados ainda séo bastante controversos (Epstein et
al., 1999; Hahnel et al., 2009; Aykut-Yetkiner et al., 2014).

Na busca por uma saliva artificial que reldna todas as caracteristicas ideais da
saliva natural, muitos esfor¢os tém sido empregados na investigacdo de substancias
gue tenham potencial protetor da estrutura dentaria e que possam ser utilizadas em
produtos odontolégicos. Recentemente, nosso grupo de pesquisa identificou
proteinas da pelicula adquirida (PAE) com potencial protetor contra a
desmineralizagdo dentaria, como a cistatina B (Delecrode et al., 2015) e a
hemoglobina (Martini, 2019). Em decorréncia do elevado custo da cistatina B, uma
cistatina derivada da cana de acucar foi obtida pelo nosso grupo: a CaneCPI-5. Esta,

por sua vez, demonstrou forte aderéncia ao esmalte e promoveu diminuicao
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significativa nos processos iniciais de erosdo (Santiago et al., 2017). Tais
caracteristicas tornam essas proteinas substancias em potencial para serem
inseridas em formula¢des de saliva artificial para individuos com CCP.

Em suma, os pacientes com CCP irradiados acabam desenvolvendo um
quadro de xerostomia e/ou hipossalivacéo, além de se tornarem mais sucessiveis a
doencgas bucais, infeccdes e carie. No mercado ha uma gama de opgdes para aliviar
as sensacdes provenientes das modificacdes do fluxo salivar, porém h& uma
caréncia de produtos que comprovadamente auxiliem na prevengdo e/ou redugéo
dos quadros de céarie apresentados por estes individuos. Logo, torna-se vital o
desenvolvimento de novas formulacbes de saliva artificial voltada para as
necessidades de pacientes com CCP tratados com radioterapia, amenizando as
consequéncias oriundas do tratamento e, consequentemente, melhorando sua
qualidade de vida. Neste aspecto, a CaneCPI-5 e a hemoglobina sdo substancias
gue tem o potencial de serem inclusas nessas novas formulagdes devido a suas

caracteristicas protetivas do esmalte dental.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes formulacdes de
saliva artificial na viabilidade celular do biofilme microcosmo de esmalte irradiado e
ndo irradiado formado in vitro, a partir de in6culo de biofilme de participantes

saudaveis e participantes diagnosticados com CCP, submetidos a radioterapia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a viabilidade celular do biofilme microcosmo nos diferentes tipos de
esmalte (esmalte irradiado e n&o irradiado), tipos de biofilme (participantes
saudaveis e participantes com CCP) e tratamentos;

e Analisar as interacOes existentes entre os diferentes fatores (tipos de
esmalte, tipos de biofilme e tratamentos) na viabilidade celular do biofilme

microcosmo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOSETICOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de Bauru — CEP-FOB/USP (CAAE:
86782618.4.0000.5417) e pela Comissdo de Etica no Ensino e Pesquisa com
Animais — CEP-FOB/USP (009/2018), sendo este processo fundamental para a
realizacdo de estudos envolvendo seres humanos e dentes bovinos,

respectivamente.

3.2 PARTICIPANTES

Os participantes foram selecionados com base nos critérios de incluséo e
excluséo previamente estabelecidos e foram divididos em dois grupos, sendo eles:
1) Grupo A: Participantes com boa saude geral e bucal (ndo fumantes, sem carie,
gengivite e periodontite ou outra condicdo bucal que possa afetar a composi¢ao da
saliva) e que nédo estejam fazendo uso de medicamentos ou drogas, com fluxo
salivar normal (ndo estimulado > 0,1 mL/min e estimulado > 1,0 mL/min), e 2) Grupo
B: Participantes diagnosticados com CCP submetidos ao tratamento por radioterapia
por 2 a 5 semanas (180 cGY diario, com dose total maxima entre 5.700 e 7.500 cGY,
dose padrdo de radioterapia de cabeca e pescoco) (Shyh-An Yeh, 2010). Como
critério de inclusdo, devem apresentar hipossalivacao (fluxo salivar ndo estimulado <
0,1 mL/min e fluxo salivar estimulado < 1,0 mL/min).

Dessa forma, o Grupo A foi constituido por dois participantes recrutados no
servico de Triagem da Faculdade de Odontologia de Bauru FOB/USP, com boa
saude geral e foram pareados em idade (54,5 + 4,9 anos; média + DP) e sexo
(masculino) com os integrantes do Grupo B. Por sua vez, o Grupo B foi constituido
por dois participantes diagnosticados com CCP e submetidos ao tratamento com
radioterapia e recrutados no Centro de Pesquisa Clinica (CPC) da Faculdade de
Odontologia de Bauru FOB/USP. Os participantes eram do sexo masculino, com
idade média de 53,5 + 6,4 anos (média = DP), parcialmente dentados e com
hipofuncéo glandula salivar. A coleta foi realizada na 17° (3.060 cGY) e 25° (4.500

cGY) sessdo de radioterapia e ambos apresentavam histdrico de tabagismo e/ou
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etilismo. Para participar da pesquisa, todos os participantes assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

3.3 COLETA DE BIOFILME

Anteriormente & coleta de biofilme, os participantes foram orientados a néao
escovar os dentes por 24 h e se abster da ingestao alimentos sélidos e liquidos nas
2 h anteriores do procedimento. Para a coleta do biofilme foi utilizado o protocolo
descrito por Signori et al. (2016). O biofilme de ambos os grupos foi coletado no
periodo da manha (9 — 10h) através de cureta odontologica e foi armazenado em
microtubos pré-pesados. Posteriormente, o biofilme coletado foi pesado, diluido em
solugéo salina (NaCl 0,9%; propor¢céo de 2 mg de biofilme para 1 mL de salina) e as
amostras foram homogeneizadas por sonicagéo (5% de amplitude, 3 pulsos de 9,9 s
cada). As amostras dos dois participantes de cada grupo foram coletadas para
constituir um pool de biofilme e foram misturados com 30% de glicerol (v/v).
Aliquotas de 1 mL foram armazenadas a -80°C para uso posterior (Pratten et al.,
2003).

3.4 PRODUGAO DAS FORMULAGCOES DE SALIVAS ARTIFICIAIS

As formulac6es de saliva artificiais foram confeccionadas no Laboratério de
Bioquimica da Faculdade de Odontologia de Bauru FOB/USP apresentando a
seguinte formulacdo base: NaHCO; 0,219%, KH,PO,40,127%, CaCl,.2H,0 0,0654%,
MgCl,.6H,O 0,0125%, KCI 0,082%, carboximetilcelulose 0,8% e agua deionizada
(g.s.p.). Como conservantes, foram adicionados o metilparabeno e o propilparabeno,
ambos na concentracdo de 0,01% e para conferir sabor, foi utilizado o saborizante
de menta. O pH da formulagéo final foi ajustado para 7,0 e tanto 0os conservantes
qguanto o saborizante foram adicionados na solucéo placebo (CTR).

As proteinas testadas foram a CaneCPI-5 na concentra¢do de 0,01% (0,1
mg/mL) e a hemoglobina humana na concentracdo de 0,1% (1 mg/mL). A selecéo e
a concentracdo de ambas as proteinas foram determinadas em estudos recentes
pelo nosso grupo de pesquisa no qual constatou-se uma alta forca de adesao ao
esmalte e sua capacidade de reduzir a erosao inicial in vitro (Santiago et al., 2017,

Martini et al., 2019). A CaneCPI-5 foi obtida a partir da cana-de-agUcar, por
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clonagem e expressdo heterdloga (Santiago et al., 2017) e a hemoglobina humana
foi adquirida através do catdlogo da Sigma (cat #H7379), sendo que ambas foram
adicionadas a formulagdo de saliva artificial tanto isoladamente quanto em
combinagdo.

Por fim, como controle comercial, foi utilizada a formulacao Biotene® na forma
de colutédrio, a qual foi adquirida em farmécia convencional. Apesar deste produto
ser classificado como hidratante bucal (Giafferis et al., 2017), sua selecdo foi
definida com base em trabalhos que indicam que os produtos da marca Bioténe®
tem melhorado ou aliviado os sintomas da boca seca em pacientes que sofrem de
xerostomia e hipossalivagéo, resultantes da radioterapia (Epstein et al., 1999; Warde
et al., 2000; Shahdad et al., 2005).

3.5 PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE
3.5.1 Selecgao dos dentes

Como modelo representativo foram utilizados dentes bovinos previamente
extraidos e armazenados em solucao de timol a 0,1% (pH 7,0) em ambiente
refrigerado. Os dentes foram submetidos a uma seleg¢édo visual, excluindo as
unidades que apresentassem manchas e/ou trincas. A partir dos dentes
selecionados, foi realizada a sua limpeza para remover qualquer residuo

remanescente de tecido.
3.5.2 Corte e padronizagdo das amostras

Foram processados 108 dentes bovinos através de uma cortadeira (Maruto,
Tokyo) para a separagéo de raiz e coroa (Figura 1). Apos o corte, as coroas foram
armazenadas em timol 0,1% (pH 7,0) para evitar sua desmineralizacdo até a

inicializag@o da proxima etapa.
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Figura 1 A) Cortadeira (Maruto, Tokyo); B) Dente
bovino selecionado para o corte; C) Coroa
separada da raiz apés etapa de corte.

Fonte: Elaborado pelo autor

Na etapa de corte, as coroas foram processadas para a obtencdo de 216
espécimes, sendo 108 blocos para compor o grupo de esmalte irradiado (4 mm x 4
mm) e 108 blocos para compor o grupo de esmalte n&o irradiado (4 mm x 4 mm).
Para isso, foi utilizado uma cortadeira de precisdo (Buehler, EUA) e discos
diamantados (Odeme, EUA). As coroas foram coladas em discos de resina com cola
elastica Godiva e fixadas na cortadeira (Figura 2). Em seguida, foi realizada uma
seccdo dupla no sentido cérvico-incisal e duas no sentido mésio-distal para obter
dois espécimes a partir de uma coroa de dente bovino (Figura 3).

Figura 2 A) Cortadeira de precisdo com discos diamantados; B) Coroa fixada em
disco de resina; C) Espécime de esmalte no tamanho 4 x 4 mm.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 A) Seccéo cérvico-incisal; B) Seccao
mésio-distal; C) Espécimes de esmalte 4 x 4
mm.

Fonte: Elaborado pelo autor

Posteriormente ao corte, 0os 216 espécimes obtidos foram fixados em discos
de resina com cera odontolégica, com a face da dentina interna do esmalte exposta
para a etapa de planificacdo através de politriz metalogréafica (Arotec, Brasil) e lixa
de granulacdo 320 (Extec, EUA). Depois, os espécimes foram reposicionados no
disco de resina com a face do esmalte voltada para cima. Os espécimes foram
polidos utilizando lixa de granulagcdo 320 e 600 (Extec, EUA) para a remogao de
ranhuras/fissuras da superficie (Figura 4) e este procedimento foi controlado pelo
uso de um paquimetro. Apés a finalizagdo dessa etapa, 0os espécimes foram limpos
em aparelho de ultrassom (Limp Sonic, Brasil) por um periodo de 2 min, para

remover impurezas aderidas ao esmalte durante a etapa de polimento.

Figura 4 A) Politriz metalogréfica; B) Lixas de
granulagdes 320 e 600 (Extec, EUA) utilizadas para
planificacdo e polimento; C) Amostra de esmalte bovino
fixada em disco de resina apos etapa de polimento.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura5 Sistema de limpeza por ultrassom.

Fonte: Elaborado pelo autor

ApoOs a limpeza, as amostras foram submetidas a andlise de rugosidade
média de superficie (Ra) através do perfildbmetro de contato (Mahr, Alemanha)
(Figura 6) e o software MarSurf XCR20 (Figura 7), sendo selecionados 0s espécimes
com Ra entre 0,100 a 0,300 um. Os espécimes que excederam ou nao atingiram tais
valores foram submetidos ao processo de polimento para reintegra-los a faixa de
valores delimitada. De acordo com a meédia Ra, as amostras foram alocadas
aleatoriamente nos diferentes tratamentos experimentais, de forma a minimizar a

variagao existente entre os diferentes fragmentos.

Figura 6 Perfilbmetro de
contato utilizado na andlise de
rugosidade média de superficie
(Ra).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 7 Exemplo de analise de uma amostra no software
MarSurf XCR20.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Por fim, as amostras com Ra dentro do previamente estabelecido foram
removidas dos discos, seguido de sua limpeza com agua deionizada e identificacao

de cada espécime na face posterior com sua numerag&o correspondente.

3.5.3 Irradiacao e protecao de areas higidas

Com o objetivo de simular os efeitos da radioterapia durante o tratamento
pelo qual os pacientes com CCP sdo submetidos, metade dos espécimes foram
irradiados e a outra metade ndo. A radiagdo foi realizada no Centro de Radioterapia
de Bauru, localizado na Rua Professor Nair Aradjo Antunes, quadra 01, n°® 50, em
Bauru, sob responsabilidade da Médica Radio-oncologista Dra. Ana Tarsila Fonseca
e a Fisica Médica Simone Zuquerato Sansavino, utilizando como fonte um
acelerador linear, a partir de raios X de alta energia e elétrons com uma energia de
1,5 - 40 MeV, com dose total de 70 Gy.

Na sequéncia, todas as amostras tiveram os 2/3 periféricos da sua superficie
protegidas com esmalte cosmético de unha (Risque®) para obtencéo de duas areas
controle (higida), deixando o terco central livre para a formacdo do biofilme

microcosmo (Figura 8).

Figura 8 A) Amostra de esmalte bovino
protegido em 2/3 da superficie com
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esmalte cosmético de unha; B)
Identificagdo da amostra no verso do
espécime

Fonte: Elaborado pelo autor

3.5.4 Esterilizagao

Ap0s a finalizag&o do preparo dos blocos, as amostras foram embaladas em
papel grau e encaminhados para esterilizagcdo com gas 0xido de etileno durante 4
horas sob presséo de 0,5 + 0,1 Kgf/lcm? (ACECIL Central de Esterilizacdo com. IND.
LTDA - Campinas /SP).

3.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os procedimentos descritos neste item foram realizados em fluxo laminar
previamente esterilizada com alcool 70°INPM e exposi¢cdo a luz ultravioleta por 15
min. Além disso todos os materiais utilizados foram previamente esterilizados em
autoclave e expostos a luz ultravioleta antes de sua utilizagéo.

Para o estudo in vitro, os espécimes de esmalte irradiados (n = 108 blocos) e
ndo irradiados (n = 108 blocos) foram divididos entre os grupos A (biofilme de
participantes sadios com fluxo salivar normal) e B (biofiime de participantes com
CCP, submetidos a radioterapia com hipossalivagdo). Cada tipo de espécime, de
cada grupo, foi submetido a cinco tratamentos de formulacfes de saliva artificial,
sendo quatro formulagdes experimentais e uma formulagédo comercial (Bioténe®). As
guatro formulagbes de saliva artificial (SA) apresentaram a mesma formulacdo
béasica, diferindo em relacao a presenca ou ndo de proteinas a serem testadas: 1)
Apenas constituintes inorganicos (SA); 2) Constituintes inorganicos + CaneCPI-5 a
0,1 mg/mL (SA+Cane); 3) Constituintes inorganicos + Hemoglobina a 1,0 mg/mL

(SA+HD); 4) Constituintes inorganicos + CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL + Hemoglobina a
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1,0 mg/mL (SA+Cane+Hb); 5) Férmula comercial Bioténe® (BTN). Também foi
realizado um tratamento controle com 4gua (CTR - placebo).

Os espécimes de esmalte irradiados e nédo irradiados foram colocados em
placas de 48 pogos de acordo com a aleatorizagdo dos grupos (Figura 1). Em
seguida, foram adicionados nos pogos 750 pL do biofilme coletado (biofilme-glicerol),
previamente diluida em saliva artificial de McBain (2009) - mucina tipo Il gastrica de
porco 2,5 g/L; peptona bacteriolégica 2,0 g/L; triptona 2,0 g/L; extrato de levedura
1,0 g/L; NaCl 0,35 g/L, KCI 0,2 g/L; CaCl2 0,2 g/L; cloreto de cisteina 0,1 g/L; hemina
0,001 g/L; vitamina K1 0,0002 g/L, pH 7 - na propor¢gao de 1:50. As placas foram
incubadas em uma atmosfera a 5% de CO, a 37°C por 8 h para formagdo do
biofilme e sua estabilizagdo. ApOs esse periodo, os espécimes foram lavados com
salina tamponada fosfatada (PBS) - NaCl 8g/L; KCI 0,2g/L; Na;HPO, 1,42 g/L;
KH,HPO,4 0,24g/L - por 5 s e foi adicionado 750 pL de saliva artificial de McBain
suplementado com sacarose 0,2%, para promoc¢éo do desafio cariogénico. A placa
foi novamente incubada a 5% de CO, a 37°C por 16 h.

Apos as 24 h iniciais do experimento, foram adicionados aos pogos 500 pL
dos diferentes tratamentos de salivas artificiais durante 60 s. Em seguida, as
solugdes foram removidas e a solugdo de McBain suplementado com sacarose 0,2%
foi novamente adicionada. Esse procedimento foi realizado uma vez a cada 24 h até
completar os 5 dias de cultivo do biofilme. Ao final do periodo, os espécimes foram
lavados com 500 pL de PBS para remover as bactérias nao aderentes e transferidos

para uma nova placa de 48 pogos.

Figura 9 Espécimes de esmalte bovino dispostos na
placa de cultivo segundo a aleatorizagéo: a) Linha A:
Esmalte n&o irradiado com biofilme Grupo A; b)
Linha B: Esmalte néo irradiado com biofilme Grupo
B; ¢) Linha C: Esmalte irradiado com biofilme Grupo
A; d) Linha D: Esmalte irradiado com biofilme Grupo
B; e) Coluna 1: CTR; f) Coluna 2: Apenas SA; Q)
Coluna 3: SA + CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL; h) Coluna
4: SA + Hemoglobina a 1,0 mg/mL; i) Coluna 5: SA +
CaneCPI-5 a 0,1 mg/mL + Hemoglobina a 1,0
mg/mL; j) Coluna 6: Formulacdo comercial Bidtene®.
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.7 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DA RESAZURINA

A resazurina se trata de um composto de coloracdo azul e é amplamente
utilizada na avaliagdo da viabilidade de microrganismos; quando inserida no meio de
cultura utilizado, caso haja atividade microbiana, o composto sera exposto aos
produtos oriundos da respiragcdo celular e através de uma reacao de oxirredugdo
sera convertido em resorufina de coloragdo rosa sendo possivel a quantificacéo
dessa reacdo através de um espectrofotbmetro (Roca et al.,2019). Este trabalho
utilizou esta metodologia tendo os procedimentos descritos por Jiang et al. (2011)
como base se aplicando algumas modificagdes para sua utilizagao.

Apés a transferéncia dos espécimes para uma nova placa, foi adicionado 400
ML do corante resazurina (0,0016%) diluido em PBS por um periodo de 2 h (Figura
10). Os valores de intensidade de fluorescéncia (IF) foram calculados em um leitor
de microplaca (Synergy H1 - Biotek®) com excitacdo de 485 nm e emissdo de 560
nm através do software Gen5. Também foi calculado os valores de base de
intensidade de fluorescéncia (BIF) da solucdo de resazurina em sextuplicata. Dessa
maneira, a viabilidade celular do biofilme apds exposicao aos diferentes tratamentos
foi determinada baseando-se na porcentagem de reducdo do FI relativo ao grupo
controle, calculado pela seguinte formula: IF (%reducao) = [(IFgrupo tratamento —
BIF) / (IFgrupo controle — BIF)] x 100.

Figura 10 Placa de cultivo contendo biofilme
microcosmo apos incubacdo por 2 h com o corante
resazurina.
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Fonte: Elaborado pelo autor

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a andlise estatistica utilizando o programa
SigmaPlot Software (SigmaPlot Software Inc.) e verificados quanto & distribuico de
normalidade e homogeneidade de variancia. Apos esta verificagdo, os dados foram
submetidos a andlise estatistca ANOVA trés fatores e teste Tukey para a

comparacdao multipla dos diferentes tratamentos. Foram considerados valores
significativos de p < 0,05.

4 RESULTADOS

Apenas trés aspectos analisados demonstraram diferenga significativa para a
analise executada. Tanto o tipo de esmalte (p=0,147) quanto sua interacdo com o
biofilme (p=0,883) e os tratamento (p=0,070) ndo demonstrou ser um fator
determinante na analise sendo removido das variaveis de avaliagdo e permitindo a
avaliacao conjunta de ambos os tipos de esmalte; ja o tipo de biofilme apresentou
diferenca estatistica consideravel (p<0,001) demonstrando a presenca de diferencas
entre o biofilme de participantes saudaveis e de participantes com CCP irradiados;
por fim os tratamentos também apresentaram diferenca significativa tanto na
comparagao isolada (p=0,004) quanto na interacdo com o0s tipos de biofilme
(p=0,011) utilizados sendo este aspecto relevado na analise. Todos os valores de p

obtidos foram compilados na Tabela 1 para melhor visualizagéo.
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Tabela 1 Valores de p para as diferentes condigdes
avaliadas: Tipo de esmalte (irradiado e né&o irradiado), Tipo
de biofilme (Grupo A e Grupo B) e Tratamentos (CTR, SA,
SA+Cane, SA+Hb, SA+Cane+Hb e BTN). * indica diferenca
significativa entre os fatores avaliados, considerando analise
estatistica ANOVA a trés critérios (p < 0,05).

Interacéo p
Tipo de esmalte p =0,147
Tipo de biofilme p <0,001*
Tratamentos p = 0,004*
Tipo de esmalte x Tipo de biofilme p =0,883
Tipo de esmalte x Tratamentos p =0,070
Tipo de biofilme x Tratamentos p=0,011*

Fonte: Elaborado pelo autor

Em seguida o programa realizou a andlise da interagdo das variaveis (Tipo
de biofilme e Tratamentos) que apresentaram diferenca estatistica significativa. Os
resultados evidenciaram que no grupo A houve diferengca significativa entre a
formulacdo BNT e a SA+Hb (p=0,045), enquanto no grupo B houve diferenca
significativa entre: CTR e BNT (p=0,022), CTR e SA+Cane+Hb (p=0,001), por fim
SA+Hb e SA+Cane+Hb (p=0,036). Vale ressaltar que nenhuma dos tratamentos
aplicados gerou diferenca significativa em relagéo ao CTR para o grupo A.

Para uma melhor exibicdo dos resultados obtidos pela analise estatistica, as
médias dos testes e seu erro padrdo foram compilados na Tabela 02 e com esses
dados foi feito o Grafico 01 que exibe as percentagens da viabilidade celular e indica

onde houve diferenga estatistica relevante na relagéo de tratamento com biofilme.

Tabela 2 Viabilidade celular (%) nos diferentes tratamentos experimentais para o
Grupo A e Grupo B, independentemente do tipo de esmalte bovino utilizado (esmalte
irradiado e ndo irradiado. Resultados apresentados como média + erro padrao.

Viabilidade celular (%)

Tratamentos Grupo A Grupo B

CTR 100,00 £ 0,00 100,00 £ 0,00
SA 107,75 + 6,89 79,04 £ 7,58
SA+Cane 100,38 + 6,96 87,61 +5,35
SA+Hb 109,04 + 9,43 92,53 + 8,33
SA+Cane+Hb 108,32 + 5,99 69,06 + 5,86
BTN 86,17 + 3,17 75,19 £ 5,15

Fonte: Elaborado pelo autor
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Grafico 1 Porcentagem (%) de reducao na viabilidade celular do biofilme
microcosmo pelo método da resazurina para Grupo A (Biofiime de
participantes saudaveis) e Grupo B (Biofilme de participantes com CCP,
submetidos a radioterapia), apo6s tratamento com as diferentes
formulacbes experimentais: 4gua (CTR), apenas constituintes inorganicos
(SA), SA + CaneCPI-5 0,1 mg/mL (SA+Cane), SA + Hemoglobina 1,0
mg/mL (SA+Hb), SA + CaneCPI-5 0,1 mg/mL + Hemoglobina 1,0 mg/mL
(SA+Cane+Hb) ou formulagéo comercial Bioténe® (BTN),
independentemente do tipo de esmalte bovino utilizado (esmalte irradiado
e ndo irradiado). Resultados apresentados como média + erro padréo.
Letras mindsculas distintas indicam diferenca significativa entre os
diferentes tratamentos.

Interacdo: Tipo de Biofilme x Tratamentos

150-
§ mm CTR
5 100- SA
% mm SA+Cane
§ 5o mm SA+Hb
3 mm SA+Cane+Hb
S mm BTN

0-

Grupoc A Grupo B

Fonte: Elaborado pelo autor

5 DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo aborda um assunto de importancia expressiva, visto que o
ndmero de pessoas diagnosticadas com CCP mostra-se crescente. O tratamento por
radioterapia fragiliza a estrutura dentaria e prejudica o funcionamento normal das
glandulas salivares, resultando em complicacfes secundarias graves como a
hipossalivagdo. Como consequéncia, o desenvolvimento de carie nesses pacientes
é frequente, com progressao rapida e severa mesmo apés a radioterapia. Devido a
falta de substitutos salivares que tenham efeito comprovado sobre a carie, estudos
como esse sao importantes ja que visam compreender 0os mecanismos de agao e a
eficacia de potenciais formulacdes sobre o biofilme dentéario e a estrutura dentéria.

Apesar de estudos na literatura evidenciarem que a radiagédo proveniente da

radioterapia causa alteracdes estruturais no esmalte dentério (Gongalves et al.,
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2014; Reed et al., 2015; De Barros da Cunha et al., 2017), o esmalte irradiado néo
se mostrou um fator determinante para a analise da viabilidade pelo método da
resazurina, evidenciando que para esse tipo de avaliagdo ndo se faz necessaria a
utilizagdo deste tipo de esmalte. Porém, vale ressaltar que as diferencas entre os
tipos de esmalte podem afetar outras andlises como a microradiografia transversal
(TMR) que é utilizada para avaliar a desmineralizagdo de estrutura dentéria.

Com relagédo a agdo do BTN, em ambos os grupos, mesmo com a remogao
das enzimas antimicrobianas pela empresa responsével ele ainda conseguiu causar
reducdo significativa na viabilidade celular. Ainda ndo existem trabalhos que
abordem a acdo da nova formulagdo do BTN na viabilidade celular do biofilme,
porém hé relatos de que a exposi¢cdo prolongada ao hidratante bucal tende a ser
citotoxica para a estrutura celular de queratindcitos e fibroblastos em estudos in vitro
com cultura celular (Yamada et al., 2020).

Multiplos trabalhos veem reportando diferengas na composicao da microbiota
de individuos com céncer oral quando comparado com individuos controle saudaveis
(Mager et al., 2005; Gong et al., 2013; Schmidt et al., 2014; Healy e Moran, 2019).
Em concordéancia com a literatura, pode-se notar uma diferenga significativa no
desenvolvimento do biofilme coletado de participantes saudaveis e participantes com
CCP, submetidos a radioterapia, sendo o segundo grupo mais suscetivel a acdo dos
tratamentos aplicados, ressaltando a importancia da utilizag@o do in6culo de biofilme
desse grupo de pacientes em estudos que pretendem avaliar efetividade de
substitutos salivares para esses individuos

Como j& mencionado, a acdo dos tratamentos foi distinta em cada um dos
grupos. Para o grupo A, nenhum dos tratamentos promoveu alteragdes significativas
na viabilidade celular do biofilme em relagé&o ao controle.

Para o grupo B, os tratamentos SA+Cane+Hb e BTN reduziram
significativamente a viabilidade celular em relagdo ao controle. A sinergia entre as
proteinas CaneCPI-5 e hemoglobina se mostra eficaz para o parametro avaliado, o
gue nado ocorre em sua agao individual, sendo potenciais candidatas para a insergéao
em formulag6es de saliva artificial para individuos com CCP.

Em suma, os resultados se mostraram promissores para a utilizagdo de
CaneCPI-5 e hemoglobina em salivas artificiais para individuos com CCP visto que
foi capaz de reduzir a viabilidade celular do biofilme oriundo destes pacientes. Ainda

€ necessaria a avaliagdo da acdo destes compostos em outros aspectos de
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importancia, como a analise do perfil microbiano do biofilme microcosmo através da
contagem das Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) e a avaliacdo da
desmineralizagdo através da microradiografia transversal (TMR), estudos esses em
andamento pelo grupo de pesquisa da Bioquimica FOB/USP. J4 os resultados
secundéarios demonstraram que para a analise de viabilidade celular pelo método da
resazurina é desnecesséria a utilizacdo de esmalte irradiado, facilitando o preparo
de amostras para estudos com este tipo de andlise. Também se observou que a
formula comercial Bioténe® apesar de ndo possuir enzimas antimicrobianas ainda
apresenta capacidade de reduzir a viabilidade das células testadas sendo ainda
necessarios novos trabalhos para compreender a acdo da nova formula em estudos

in vitro.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE UMA FORMULAGAO DE SALIVA ARTIFICIAL PARA
PACIENTES SUBMETIDOS A RADIOTERAPIA DE CABECA E PESCOCO: ESTUDOS
IN VITRO E IN VIVO

Pesquisador: NATARA DIAS GOMES DA SILVA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 86782618.4.0000.5417

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.659.893

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de uma tese de doutorado, a qual esta dividida em 2 Etapas:

Na etapa 1 seréo inclusos participantes com idade entre 18 - 35 anos, de ambos os géneros, sendo eles: 1)
Grupo A: Nove participantes diagnosticados com CCP, submetidos ao tratamento por radioterapia e que
devem apresentar carie ativa e hipossalivagédo 2) Grupo B: Nove participantes com boa saude geral e bucal
com fluxo salivar normal . Ambos os grupos deverao frequentar o Centro de Pesquisa Clinica da Faculdade
de Odontologia de Bauru FOB/USP.

Por sua vez, na etapa 2 participarao 9 participantes diagnosticados com CCP submetidos a tratamento por
radioterapia e que apresentam carie ativa e hipossalivagao.

Para o estudo in vitro, os espécimes dentes bovinos, esmalte (=162 blocos) e dentina (n=162 blocos) serdo
divididos entre os grupos A (saliva de pacientes com CCP, submetidos a radioterapia e com hipossalivagéo)
e B (saliva de pacientes sadios, com fluxo salivar normal).

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste trabalho sera:

1) Avaliar os efeitos de diferentes formulacdes de saliva artificial sobre o biofilme microcosmo formado sobre
esmalte e dentina bovinos in vitro apés promocéo do desafio cariogénico com sacarose, a partir de in6culo
de saliva de pacientes sadios e pacientes diagnosticados com CCP,
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submetidos a tratamento por radioterapia, bem como avaliar a desmineralizagdo produzida por estes
biofiimes em esmalte e dentina e

2) Avaliar as alteragdes no perfil proteico da saliva e pelicula adquirida em pacientes com CCP submetidos a
radioterapia apos a utilizagéo da formulagédo de saliva artificial que apresentar os melhores resultados na
primeira etapa.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Estédo adequadamente descritos no Projeto, na Plataforma Brasil e no TCLE.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
E uma pesquisa composta de 2 Etapas, englobando estudo laboratorial e clinico, parece bastante
interessante e bem delineada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os pesquisadores corrigiram todas as pendéncias que foram solicitadas.

Recomendagdes:
N&o se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto aprovado sem restricdes de ordem ética.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Esse projeto foi considerado APROVADO na reuniéo ordinaria do CEP de 09/05/2018, com base nas
normas éticas da Resolugdo CNS 466/12. Ao término da pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentagao
de relatorio final. Os relatérios parciais deverao estar de acordo com o cronograma e/ou parecer emitido
pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo, inclusdo ou exclusdo de autores, cronograma e quaisquer
outras mudangas que sejam significativas deverédo ser previamente comunicadas a este CEP sob risco de
nao aprovagao do relatério final. Quando da apresentacéo deste, deveréo ser incluidos todos os TCLEs e/ou
termos de doagao assinados e rubricados, se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagédo
Informagées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 16/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1083001.pdf 19:26:22

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: cep@fob.usp.br

Pagina 02 de 04



USP - FACULDADE DE

36

Platafor
ODONTOLOGIA DE BAURU DA ‘G 28re - ™
USP
Continuagéao do Parecer: 2.659.893
Outros Protocolo_CEEPA.pdf 16/04/2018 | NATARA DIAS Aceito
19:25:34 | GOMES DA SILVA
Outros Carta_Resposta.pdf 16/04/2018 |NATARA DIAS Aceito
19:24:34 | GOMES DA SILVA
Cronograma Cronograma_Atualizado.pdf 16/04/2018 |NATARA DIAS Aceito
17:12:22 [GOMES DA SILVA
TCLE / Termos de | TCLE_Etapa2_Dia2_Modificado.pdf 16/04/2018 |NATARA DIAS Aceito
Assentimento / 17:05:56 |GOMES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termos de | TCLE_Etapa2_Dia1_Modificado.pdf 16/04/2018 |NATARA DIAS Aceito
Assentimento / 17:05:40 |GOMES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | TCLE_Etapa1_Modificado.pdf 16/04/2018 |NATARA DIAS Aceito
Assentimento / 17:05:23 | GOMES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
Outros Questionario_Tecnico_Pesquisador.pdf | 21/03/2018 |NATARA DIAS Aceito
21:31:53 |GOMES DA SILVA
Projeto Detalhado / |Projeto_de_Pesquisa.pdf 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
Brochura 21:25:38 [GOMES DA SILVA
Investigador
TCLE / Termos de [ Termo_Consentimento_Livre_Esclarecid| 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
Assentimento / o_Etapa_2_Dia_2.pdf 21:23:07 |[GOMES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | Termo_Consentimento_Livre_Esclarecid| 21/03/2018 |NATARA DIAS Aceito
Assentimento / o_Etapa_2_Dia_1.pdf 21:22:53 |[GOMES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de [ Termo_Consentimento_Livre_Esclarecid| 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
Assentimento / o_FEtapa_1.pdf 21:22:38 |GOMES DA SILVA
Justificativa de
Auséncia
Declaragdo de Carta_de_encaminhamento_Termo_de | 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
Instituigéo e aquiescencia_CEP_Clinica.pdf 21:17:37 |GOMES DA SILVA
Infraestrutura
Declaragéo de Carta_de_encaminhamento_Termo_de_| 21/03/2018 |NATARA DIAS Aceito
Instituicéo e aquiescencia_CEP_Lab.pdf 21:14:41 |GOMES DA SILVA
Infraestrutura
Declaragao de Declaracao_de_Compromisso.pdf 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
Pesquisadores 21:12:55 | GOMES DA SILVA
Orgamento Orcamento.pdf 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
21:11:26 | GOMES DA SILVA
Cronograma Cronograma.pdf 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
21:10:02 | GOMES DA SILVA
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Folha de Rosto

Folha_de_Rosto_assinada.pdf 21/03/2018
21:08:27

NATARA DIAS
GOMES DA SILVA

| Aceito |

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

BAURU, 17 de Maio de 2018

Assinado por:

Ana Lucia Pompéia Fraga de Almeida
(Coordenador)
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: DESENVOLVIMENTO DE UMA FORMULAGAO DE SALIVA ARTIFICIAL PARA
PACIENTES SUBMETIDOS A RADIOTERAPIA DE CABECA E PESCOCO: ESTUDOS
IN VITRO E IN VIVO

Pesquisador: NATARA DIAS GOMES DA SILVA

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 86782618.4.0000.5417

Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia de Bauru
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.325.021

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de solicitagdo de emenda com algumas alteragdes: nos objetivos, na metodologia do trabalho e no
TCLE.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste trabalho sera: 1) Avaliar os efeitos de diferentes formulagdes de saliva artificial sobre o
biofilme microcosmo formado sobre esmalte bovino irradiado e n&o irradiado in vitro apds promogéao do
desafio cariogénico com sacarose, a partir de inéculo de biofilme de pacientes sadios e pacientes
diagnosticados com CCP, submetidos a tratamento por radioterapia, bem como avaliar a desmineralizagdo
produzida por estes biofilmes em esmalte irradiado e néo irradiado e 2) Avaliar as alteragdes no perfil
proteico da saliva e pelicula adquirida em pacientes com CCP submetidos a radioterapia apds a utilizagdo
da formulagéo de saliva artificial que apresentar os melhores resultados na primeira etapa.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Em ambas as etapas do projeto, os procedimentos a serem realizados s&o rapidos, simples, ndo invasivos,
resultando em riscos minimos aos participantes. No entanto, apesar de ndo haver expectativas quanto ao
aparecimento de alteragdes de qualquer ordem, é possivel que o participante possa apresentar alergia e/ou
incodmodo a cureta utilizada durante a coleta de
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biofilme na primeira etapa do projeto. Na segunda etapa, os participantes podem sentir algum tipo de
desconforto/sensibilidade durante a coleta do material biolégico bem como queixar-se do sabor e textura do
substituto salivar testado. Nestes casos, os procedimentos serdo interrompidos e o participante sera liberado
da pesquisa, sem qualquer prejuizo ao seu atendimento no Centro de Pesquisa Clinica da FOB-USP.
Beneficios:

Como beneficios diretos esperados para ambas as etapas, o participante tera conhecimento sobre o valor
de seu fluxo salivar, condi¢éo de sua saude bucal bem como orientagdes sobre higiene bucal. Além disso,
como beneficios indiretos da sua participacdo, os dados obtidos nessa pesquisa poder&o servir para
compreendermos melhor os mecanismos de acgado e a eficacia de potenciais formulagdes sobre a estrutura
dentaria. Ainda, esses resultados podem favorecer em informacdes importantes que ajudem na tomada de
medidas preventivas, melhorando a sadde bucal e a qualidade de vida de pacientes diagnosticados com
CCP.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Foram solicitadas as seguintes alteragdes:

1. Utilizagéo somente do esmalte bovino

2.Coleta de biofilme e ndo mais de saliva

3. Adicionado critério de incluséo para o grupo A Etapa 1- ndo uso de antibiotico até 3 meses antes da colta
de biofilme

4. Alteragdes do nimero amostral: 108

5. Exclusé&o do ensaio &cido latico devido ao alto custo.

6. Nao sera mais fornecida alimentagéo ao participante, uma vez que ele vird somente no dia que possui

agendamento de rotina.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios foram devidamente apresentados

Recomendacgées:

Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Sem pendéncias

Consideragodes Finais a critério do CEP:

A emenda apresentada pelo(a) pesquisador(a) foi considerada APROVADA na reunido ordinaria do CEP de
08/05/2019, com base nas normas éticas da Resolugdo CNS 466/12. Ao término da
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pesquisa o CEP-FOB/USP exige a apresentacgéo de relatério final. Os relatorios parciais deverao estar de

acordo com o cronograma e/ou parecer emitido pelo CEP. Alteragdes na metodologia, titulo, inclusdo ou

exclusdo de autores, cronograma e quaisquer outras mudangas que sejam significativas deveréo ser

previamente comunicadas a este CEP sob risco de nédo aprovagédo do relatoério final. Quando da

apresentacgao deste, deverdo ser incluidos todos os TCLEs e/ou termos de doagéo assinados e rubricados,

se pertinentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagées Basicas|PB_INFORMACOES _BASICAS_130190| 09/04/2019 Aceito
do Projeto 7 _E1.pdf 21:36:35
Outros Questionario_Tecnico_Pesquisador_Atu| 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito

alizado.pdf 21:24:13 |GOMES DA SILVA

Outros Protocolo_ CEUA_Atualizado.pdf 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito
21:23:45 [GOMES DA SILVA

Declaragao de Carta_de_encaminhmento_Termo_de_a| 09/04/2019 [NATARA DIAS Aceito

Instituigéo e quiescencia_CEP_Radioterapia.pdf 16:50:56 | GOMES DA SILVA

Infraestrutura

Recurso Anexado Solicitacao_Emenda.pdf 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito

pelo Pesquisador 16:47:05 | GOMES DA SILVA

Projeto Detalhado / | Projeto_de_Pesquisa_Atualizado.pdf 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito

Brochura 16:45:02 | GOMES DA SILVA

Investigador.

Orgcamento Orcamento_Atualizado.pdf 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito
16:14:39 |GOMES DA SILVA

Cronograma Cronograma_Atualizado.pdf 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito
16:13:41 | GOMES DA SILVA

TCLE / Termos de | TCLE_Etapa1_Atualizado.pdf 09/04/2019 |NATARA DIAS Aceito

Assentimento / 12:42:28 | GOMES DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_Etapa2_Dia2_Atualizado.pdf 22/02/2019 |NATARA DIAS Aceito

Assentimento / 12:34:07 | GOMES DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_Etapa2_Dia1_Atualizado.pdf 22/02/2019 |NATARA DIAS Aceito

Assentimento / 12:33:41 | GOMES DA SILVA

Justificativa de

Auséncia

Outros Carta_Resposta.pdf 16/04/2018 [NATARA DIAS Aceito
19:24:34 |GOMES DA SILVA
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Declaragao de Carta_de_encaminhamento_Termo_de_| 21/03/2018 |NATARA DIAS Aceito
Instituicéo e aquiescencia_CEP_Clinica.pdf 21:17:37 | GOMES DA SILVA
Infraestrutura
Declaragao de Carta_de_encaminhamento_Termo_de_| 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito
Instituicéo e aquiescencia_CEP_Lab.pdf 21:14:41 |GOMES DA SILVA
Infraestrutura
Declaragao de Declaracao_de_Compromisso.pdf 21/03/2018 |NATARA DIAS Aceito
Pesquisadores 21:12:55 | GOMES DA SILVA
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_assinada.pdf 21/03/2018 [NATARA DIAS Aceito

21:08:27 | GOMES DA SILVA

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

BAURU, 14 de Maio de 2019

Assinado por:
Ana Lucia Pompéia Fraga de Almeida
(Coordenador(a))
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