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RESUMO

O clareamento dental € um dos procedimentos estéticos mais procurados na
Odontologia. Apesar de ser uma técnica de facil manuseio muitos pacientes ndo se
adaptam com o uso de moldeira para realizacéo de clareamento caseiro e optam pelo
clareamento de consultério. Em contrapartida, este pode apresentar alto indice de
sensibilidade dental (SD) devido a maior concentracdo do gel clareador e por esse
motivo, alguns farmacos, de uso sistémico e/ou topico, foram testados, mas nenhum
deles conseguiu eliminar a SD por completo. Neste sentido, o eugenol, farmaco que
possui propriedades anti-inflamatoérias e anestésicas nos fez acreditar que pode ser
uma alternativa eficaz no tratamento da SD. Em contrapartida, o eugenol apresenta
caracteristicas de ser um farmaco volatil e de acdo imediata, sendo necessario utilizar-
se de uma tecnologia apropriada para a sua formulacdo. Diante do exposto, o trabalho
objetivou desenvolver e avaliar nanocépsulas poliméricas contendo eugenol (NC-E)
na SD a partir do polimero EUD RS100 e avaliar clinicamente a eficacia de um gel
contendo as NC-E frente a sensibilidade dental. As nanocapsulas poliméricas foram
desenvolvidas pelo método da deposicéo interfacial do polimero pré-formado. Os
sistemas poliméricos foram caracterizados por meio de estudos morfolégicos,
espectroscopicos e térmicos. A estabilidade fisico-quimica das formulacdes foi
avaliada num periodo de 120 dias. O método analitico para a determinac¢ao do eugenol
nas formulacdes foi validado conforme o preconizado na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria e The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use. O gel de
nanocapsulas foi desenvolvido e realizado a caracterizacdo organoléptica, fisico-
guimica e analise reoldgica. As nanocapsulas poliméricas contendo eugenol (NC-E) e
nanocapsulas controle sem eugenol (NC-C) foram preparadas com éxito pela técnica
escolhida. As NC-E e NC-C apresentaram formato predominantemente esférico com
uma superficie lisa e regular e tamanho médio de particula de aproximadamente 125
nm, indice de polidispersdo abaixo de 0,3 e potencial zeta inferior a +30 mV. Os
espectros de Infravermelho com Transformada de Fourier asseguraram que o
processo de nanoencapsulacédo ndo resultou em ligacdes quimicas significativas entre
0 eugenol e o polimero. As NC-E e NC-C mantiveram-se estaveis até um periodo de
60 dias, onde alteracdes no potencial zeta comecaram a modificar significativamente.
As formulacdes apresentaram eficiéncia de encapsulacéo superior a 90%, sendo que
0 método analitico empregado se mostrou comprovadamente, linear para a faixa de
aplicacao proposta, preciso, exato e robusto, mostrando-se capaz de quantificar o
eugenol nanoencapsulado nos sistemas poliméricos, fornecendo resultados
confiaveis. O controle de qualidade do gel dessensibilizante contendo NC-E (gel de
NC-E) manipulado para ser utilizado na clinica ndo apresentou diferencas
significativas durante 90 dias de armazenamento. As analises de reologia
demonstraram que o gel contendo NC-E possui uma menor viscosidade que o gel
controle quando submetido a altas frequéncias de rotacdo. A administracdo do gel
NC-E a 1% nos pacientes ndo apresentou resultados na reducéo do risco absoluto e
na intensidade da SD e também nao demonstrou alteracdo da cor.

Palavras-chaves: Clareamento dental. Dentinarios. Eudragit RS100. Eugenol.
Nanotecnologia. Sensibilidade da dentina.



ABSTRACT

Tooth whitening is one of the most sought-after cosmetic procedures in Dentistry.
Despite being an easy-to-handle technique, many patients do not adapt to the use of
a tray for at-home bleaching and opt for in-office bleaching. On the other hand, this
may present a high index of sensitivity tooth (ST) due to the higher concentration of
the whitening gel and for this reason, some drugs, for systemic and/or topical use, were
tested, but none of them managed to eliminate ST completely. Given the above, the
study aimed to develop and evaluate polymeric nanocapsules containing eugenol (NC-
E) in DS from polymer EUD RS100 and clinically evaluate the effectiveness of a gel
containing NC-E against tooth sensitivity. Polymeric nanocapsules were developed
using the preformed polymer interfacial deposition method. Polymeric systems were
characterized through morphological, spectroscopic and thermal studies. The
physicochemical stability of the formulations was evaluated over a period of 120 days.
The analytical method for the determination of eugenol in formulations was validated
as recommended by the National Health Surveillance Agency and The International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use. The nanocapsule gel was developed and
organoleptic characterization performed, physicochemical and rheological analysis.
Polymeric nanocapsules containing eugenol (NC-E) and control nanocapsules without
eugenol (NC-C) were successfully prepared by the chosen technique. NC-E and NC-
C were predominantly spherical in shape with a smooth and regular surface and mean
particle size of approximately 125 nm, polydispersion index below 0.3 and zeta
potential below +30 mV. Fourier Transform Infrared spectra ensured that the
nanoencapsulation process did not result in significant chemical bonds between
eugenol and the polymer. NC-E and NC-C remained stable up to a period of 60 days,
when changes in zeta potential began to change significantly. The formulations
presented encapsulation efficiency above 90%, and the analytical method used proved
to be linear for the proposed application range, precise, accurate and robust, being
able to quantify the nanoencapsulated eugenol in polymeric systems, providing results
reliable. The quality control of the desensitizing gel containing NC-E (NC-E gel)
manipulated for use in the clinic did not show significant differences during 90 days of
storage. Rheology analyzes demonstrated that the gel containing NC-E has a lower
viscosity than the control gel when subjected to high rotation frequencies. The
administration of 1% NC-E gel in patients did not show results in reducing the absolute
risk and intensity of DS and also did not show color change.

Keywords: Dentin sensitivity. Dentins. Eudragit RS100. Eugenol. Nanotechnology.
Tooth whitening.
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1 INTRODUCAO

O desejo por dentes mais brancos tornou o clareamento um dos
procedimentos estéticos mais procurados na Odontologia. O tratamento € bastante
satisfatorio, conservador e seguro. Dentre as opcdes de técnicas existentes para a
realizacdo, a técnica de clareamento em consultorio utilizando o peréxido de
hidrogénio (H202) numa concentragdo de 35% tem sido bastante solicitada pelos
pacientes, jA que a maioria ndo se adapta ao uso da moldeira utilizada no clareamento
caseiro e desejam resultados mais rapidos (PAULA et al., 2015).

Mesmo o clareamento de consultério sendo um procedimento seguro, ele
apresenta alto indice de sensibilidade dental (SD) e por esse motivo, alguns farmacos,
de uso sistémico e/ou tdpico, como anti-inflamatdérios, corticoides e analgésicos séao
frequentemente testados no intuito de reduzir ou até eliminar esse efeito adverso.
Apesar da facilidade de administracédo e a boa aceitacéo por parte dos pacientes os
produtos para a reducéo da SD nao tém apresentado resultados satisfatorios (PAULA
et al., 2014).

Tendo em vista a necessidade de encontrar um farmaco que auxilie durante
0 clareamento dental, minimizando o desconforto do paciente em relacdo a SD, o
eugenol, farmaco ja utilizado na pratica clinica odontolégica, parece ser uma
alternativa ao tratamento da SD relacionada ao procedimento do clareamento em
consultorio. O eugenol possui propriedades anti-inflamatérias e anestésicas por
mecanismos de bloqueio da liberacdo de mediadores e citocinas inflamatérias
(MOURA; RABELLO; PEREIRA, 2013). Tal mecanismo nos faz acreditar que o
eugenol possa ser um farmaco eficaz no tratamento da SD por reduzir citocinas
envolvidas no processo da dor. Porém, o eugenol apresenta caracteristicas como
volatilidade e de acdo imediata, sendo necessério utilizar-se de uma tecnologia
apropriada para a sua formulacdo que garanta a eficacia terapéutica, liberacéo
prolongada do farmaco, diminua a toxicidade e aumente o tempo de acdo (NECKEL;
LEMOS-SENNA, 2005).

Além disso, uma das tecnologias mais promissoras, a nanotecnologia
farmacéutica, acaba sendo uma area interessante para melhorar a acao terapéutica

de inumeros ativos. Essa tecnologia refere-se a produgéo controlada de estruturas e
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sistemas na escala nanométrica, ou seja, em um bilionésimo do metro (10-°°m), a partir
da utilizacdo de moléculas e materiais das mais diversas origens. Dentre os sistemas
nanométricos que existem, as nanoparticulas poliméricas sdo um dos mais estudados
e esse sistema é aplicado a liberacdo controlada de farmacos e pode ser definido
como estruturas sélidas, que apresentam tamanho entre 100 e 300 nm, e séo
compostas, principalmente, por polimeros biodegradaveis. As nanoparticulas
poliméricas podem ser divididas em nanocapsulas ou nanoesferas, que diferem entre
si pela sua composicao e organizagao estrutural (LAL et al., 2010). O processo de
nanoencapsulacao fornece vantagens como: eficacia terapéutica, liberacao
prolongada do farmaco, diminuicdo da toxicidade e maior tempo de acdo (NECKEL;
LEMOS-SENNA, 2005).

Nesse sentido, e apo6s verificar na literatura a falta de dispositivos
nanotecnoldgicos para encapsular o eugenol, o objetivo deste trabalho foi desenvolver
uma estratégia baseada em nanocapsulas poliméricas contendo o eugenol para
aplicacao tdpica, caracteriza-la por meio de métodos morfologicos, espectroscopicos
e térmicos e testa-lo na pratica clinica do clareamento dental, avaliando sua eficacia
na sensibilidade gerada pelo clareamento realizado em consultério com H20, a 35%

em diferentes periodos de avaliacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e caracterizar uma forma farmacéutica para incorporacdo de
nanocépsulas poliméricas contendo eugenol a 1%, e avaliar clinicamente a sua
eficacia na sensibilidade decorrente do clareamento dental em consultério com H202
a 35%.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter as nanocapsulas poliméricas contendo eugenol 1%, pelo método da
deposicao interfacial do polimero pré-formado;

e Promover a caracterizacdo morfolégica, espectroscopica e térmica das
nanocapsulas;

e Quantificar a eficiéncia de encapsulacao e estabelecer o perfil de liberacao
do eugenol nas nanocapsulas;

e Elaborar um gel contendo nanocapsulas poliméricas de eugenol 1% para
ser aplicado imediatamente apds o clareamento dental;

e Caracterizar o gel formulado por meio de analises organolépticas, fisico-
guimicas e reoldgicas;

e Avaliar o efeito do eugenol nanoencapsulado na reducéo da intensidade da
sensibilidade dental no clareamento em consultério com H20, a 35% por
meio da escala Vita Classical e Vita Bleachedguide e do espectrofotbmetro
Vita Easyshade®;

e Avaliar o efeito do eugenol na eficacia do clareamento dental em
consultorio com H202 a 35% por meio das escalas Vita Classical e Vita

Bleachedguide e do espectrofotdmetro Vita Easyshade®.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CLAREAMENTO DENTAL

O aumento da conscientizacdo do paciente sobre a capacidade de melhorar
o0 sorriso tem sido responsavel pelo “boom” da Odontologia estética nos ultimos anos
(REZENDE et al., 2016a). Apesar da técnica de clareamento ter sido descrita pela
primeira vez em 1989 por Hoywood e Heymann (DARRIBA et al., 2018) ela sé ganhou
espaco dentre os tratamentos estéticos mais procurados nos dias de hoje, jA que
atualmente as pessoas vém vivenciando uma intensa pressao social em torno do
“sorriso perfeito e branco” como padréo de beleza e também por melhorar a auto-
estima das pessoas.

O clareamento dental é o procedimento estético responsavel pela remocéao de
manchas extrinsecas e intrinsecas e o resultado é usualmente obtido pela acéo de
um forte agente de degradacdo (OLDOINI et al., 2018). O procedimento pode ser
realizado utilizando duas técnicas, o caseiro supervisionado pelo cirurgiao dentista e
o clareamento de consultério (REZENDE et al., 2016b). Apesar do clareamento
caseiro ser mais frequentemente recomendado, alguns pacientes ndo se adaptam ao
uso das moldeiras ou ndo querem esperar por duas a trés semanas para ver o
resultado do tratamento, tornando o clareamento de consultorio bastante solicitado, o
gual em apenas duas ou trés sessdes pode atingir uma variacdo de até 8 unidades na
escala de cor (REIS et al., 2011).

O clareamento em consultorio € usualmente realizado com o H20», um radical
livre derivado do oxigénio, termicamente instavel que em concentra ¢fes altas tem o
poder de oxidacdo dos cromdgenos dentinarios, reagindo com as moléculas
pigmentadas dos tecidos duros do dente, quebrando-as em moléculas mais curtas e
portanto, menos coloridas proporcionando o clareamento dental (OLDOINI et al.,
2018; BORTOLATTO et al., 2014; REIS et al., 2013). Embora o H.O2 seja conhecido
como os radicais livres capazes de degradar moléculas organicas complexas
responsaveis pela coloracdo do dente, tem sido relatado que seu baixo peso
molecular os torna capazes de se difundir através do esmalte e da dentina atingindo
0 espaco pulpar podendo causar danos as células pulpares, especialmente aos

odontoblastos subjacentes a dentina (COSTA et al., 2014), por esse motivo tem sido
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relatado que 67 a 100% dos pacientes submetidos ao clareamento de consultério se
gueixaram de SD (REZENDE et al., 2019). Apesar de ser um procedimento seguro, 0
alto indice de SD leva alguns pacientes a abandonar o tratamento, acarretando em
resultados menos satisfatorios (REZENDE et al., 2016Db).

Essa sensibilidade tem sua etiologia provavelmente relacionada a agressao
do tecido pulpar devido a passagem do H:O: através do esmalte, da dentina e da
polpa, causando inflamacédo (COSTA et al., 2014). A dor pulpar € uma consequéncia
da resposta inflamatoéria, principalmente quando ocorre um dano tecidual, originando
uma vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular que resulta na formacao
de edema, aumento da pressao interna, e consequentemente, a estimulacdo dos
receptores da dor e reducao do limiar dos nociceptores, tal mecanismo € descrito na
literatura como a teoria hidrodinamica (TEIXEIRA, 2004). Essa teoria afirma que as
alteragbes ambientais, mecénicas, térmicas e quimicas causam o movimento do fluido
dentro dos tubulos dentinarios, que estimulam os terminais das fibras nervosas
pulpares localizadas dentro das paredes de entrada dos tubulos, induzindo assim dor
aguda transitéria. A teoria hidrodinamica destaca o conceito de que varios estimulos
diferentes podem evocar respostas semelhantes (LIU et al., 2020). A Figura 1

representa o esquema da estrutura dentaria humana.
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FIGURA 1 — Estrutura dentéria
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Fonte: Adaptado de Baranova et al. (2020)

A SD varia muito de pessoa para pessoa e o profissional apenas consegue
avalia-la, apos o relato e descricdo realizado pelo paciente. A SD gerada pelo
clareamento pode ser uma experiéncia desagradavel que pode durar até 48 h (REIS
et al., 2011).

Em relacéo ao tratamento, existem duas vias comuns para tratar o dente com
sensibilidade; passivo e ativo. O primeiro € pela abordagem ndo medicamentosa de
infusdo, em que os individuos com SD leve durante a realizacéo do clareamento dental
pode seguir esse protocolo, reduzindo o tempo de tratamento, alternando dias ou
mesmo mantendo o tratamento até que a sensibilidade acabe. O tratamento ativo de
sensibilidade envolve o uso de um agente dessensibilizante, e estd mais preocupado
com o gerenciamento da SD moderada a severa. Esses agentes agem através do
tubulo dentinario de forma oclusiva e/ou neural (SHAH, 2017).

Em razdo disto algumas estratégias tém sido utilizadas na intencdo de
minimizar a SD, dentre elas, a redu¢éo da concentra¢édo do H.O> (CERQUEIRA et al.,

2013), reducédo da frequéncia e do tempo do uso do gel clareador (CARDOSO et al.,
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2010), utilizagdo de medicamentos de uso topico como nitrato de potassio para
diminuir a transmissao do impulso nervoso da dor (REIS et al.,, 2011), o uso de
glutaraldeido, nitrato de prata e cloreto de zinco para agregacao proteica causada pela
reacdo com as fibras de colageno da dentina, levando a esclerose de tubulos
dentinarios (ALKAHTANI, 2016), a utilizag&o de fluoretos com finalidade de diminuir a
permeabilidade dentinaria pela obstrucdo dos tibulos abertos (ARMENIO et al., 2010),
além de alguns medicamentos de uso sistémico como Ibuprofeno — 400 mg (PAULA
et al., 2013a), e 600 mg (CHARAKORN et al., 2009), eterocoxibe — 60 mg (PAULA et
al., 2013a), acido ascorbico — 500 mg (PAULA et al.,, 2014) e dexametasona
(REZENDE et al., 2016b). Porém, nenhuma dessas estratégias foram capazes de
eliminar a intensidade da SD.

Devido ao fato de nenhuma das estratégias encontradas na literatura
apresentarem resultados satisfatorios para a SD, a pesquisa na area continua na
intencdo de encontrar uma terapia ou tecnologia que alcance bons resultados tanto

na intensidade como na duracao da reducéo da SD.

3.2 EUGENOL

Os 0leos essenciais tém sido usados ha milhares de anos em varias culturas
para fins medicinais. Eles séo liquidos hidrofébicos concentrados contendo compostos
guimicos volateis (facilmente evaporados em temperatura ambiente) de plantas. Por
causa de suas propriedades antidepressivas, estimulantes, desintoxicantes,
antibacterianas, antivirais e calmantes, eles vém ganhando popularidade como uma
terapia natural, segura e econémica para uma série de problemas de saude (HERMAN
et al., 2019; PERRICONE et al., 2017).

Os Oleos essenciais sao liquidos oleosos aromaticos extraidos de diferentes
partes das plantas, como por exemplo, folhas, cascas, sementes, flores e frutos. Eles
podem ser obtidos por expressdo, fermentacdo, enfloracdo, extracdo por vapor de
agua ou por CO2 supercritico, mas entre todos os métodos, a destilagdo a vapor de
agua e a hidrodestilacdo sdo amplamente utilizadas para a sua producdo comercial.
As plantas revelam-se um bom tipo de conjunto de substancias produzidos pelas

mesmas, empregados como protecao contra predadores e para atrair polinizadores.
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Oleos e extratos vegetais tém sido usados para uma ampla variedade de propositos
por muitos milhares de anos (HERMAN et al., 2019; PERRICONE et al., 2017).

Dentre os inUmeros 6leos essenciais, temos o eugenol (4-alil-2-metoxifenol)
(Figura 2) que pode ser encontrado no tomilho (Thymus vulgaris, Lamiaceae), noz-
moscada (Myristica fragrans, Myristicaceae), canela (Cinnamomum verum,
Lauraceae) e manjericdo (Ocimum basilicum, Lamiaceae) porém sua principal fonte
de extracao é o cravo-da-india (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) (TSUCHIYA, 2017;
GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2014; AHMAD et al., 2018). O cravo
da india possui mais de 80% de eugenol na composi¢ao quimica do seu 6leo essencial
(HU et al., 2016).

FIGURA 2 - Estrutura quimica do eugenol
H3COj©M
HO

A espécie Syzygium aromaticum (Myertaceae), popularmente conhecida

Fonte: A autora

como craveiro-da-india, € uma arvore de grande porte, podendo atingir de 12 a 15 m
de altura e o0 seu ciclo vegetativo pode alcancar mais de cem anos. No Brasil,
praticamente apenas a Bahia, na regido do Baixo Sul, produz esta especiaria na forma
comercial. Essa regido destaca-se como produtora de uma das especiarias mais
comercializadas no mundo, o botéo floral do craveiro-da-india na forma desidratada,
conhecido como cravo-da-india (Figura 3) (OLIVEIRA et al., 2009). Tanto o 6leo
essencial, como o composto isolado sdo usados como fragrancia em indastrias de
aromatizantes e na producdo de cosméticos. Nas ultimas décadas, houve muitos
estudos farmacologicos sobre seus efeitos no sistema reprodutivo, imune,
cardiovascular, gastrico, sistema nervoso central e urinario (PRAMOD; ANSARI; ALI,
2010).
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FIGURA 3 - Imagem ilustrativa do Syzygium aromaticum (cravo da india). (a) Ramo florido; (b) botédo
floral dessecado

(b)

Fonte: (Cravo..., 2020)

O principal componente do 6leo essencial de cravo € o eugenol, um composto
fendlico liquido, incolor ou amarelo-claro (ESMAEILI et al., 2016; PRAMOD; ANSARI;
ALI, 2010). Diversas atividades farmacoldgicas foram relatadas para este composto,
a exemplo de antimicrobiano, antifingico, antiviral, antioxidante e antitumoral. Além
disso, seus efeitos analgésico, anestésico e anti-inflamatorio tém sido bem
documentados na literatura (ESMAEILI et al., 2016; DANIEL et al., 2009; TSUCHIYA,
2017).

Estudos tém mostrado que o eugenol tem sido utilizado em diferentes areas
de forma segura, pois ndo apresenta efeitos cancerigenos ou mutagénicos, de acordo
com o FDA (Food and Drug Administration) que aceitam a ingestéo diaria de 2,5 mg/kg
de eugenol por peso corpéreo em humanos (FDA, 2014).

A acdo anti-inflamatdria do eugenol, ocorre por ser capaz de bloquear através

da inibicdo da biossintese de lipoxigenase e acumulo precoce de leucocitos, € capaz
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também de bloquear a liberacdo de mediadores de inflamacdo dos quais incluem a
interleucina-1 beta (IL-1 beta), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa) e
prostaglandina E2 (MOURA; RABELLO; PEREIRA, 2013; PRAMOD; ANSARI; ALI,
2010). Estudos anteriores demonstraram que o eugenol tem propriedades anti-
inflamatdrias comparaveis com alguns AINEs, como o etodolaco e a indometacina
(ESMAEILI et al., 2016). Dessa forma, sugere um potencial efeito anti-inflamatério em
pulpites agudas e periodontites apicais por alterarem a capacidade de adesao dos
macréfagos e modularem reagcBes imunes e inflamatoérias nas polpas dentarias e
tecidos periapicais. Além disso, o eugenol inibe a atividade de P2X, um receptor de
dor expresso no ganglio trigeminal, explicando sua acdo analgésica (MOURA;
RABELLO; PEREIRA, 2013; PRAMOD; ANSARI; ALI, 2010). Clinicamente esses
efeitos sdo observados pela diminuicdo do quadro algico em pacientes com dor de
origem pulpar em casos considerados reversiveis (TRAVASSOS et al., 2011). O
eugenol também possui atividade antibacteriana contra microrganismos Gram
positivos e Gram negativos, inibindo as fun¢des macrofagicas, modulando as reacdes
inflamatorias imunes (PRAMOD et al., 2016).

O eugenol exibe uma excelente atividade antibacteriana contra uma ampla
gama de microrganismos como Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus entre outros e também contra o
patdégeno gastrico humano Helicobacter pylori e o patégeno humano restrito
Salmonella typhi. Devido a natureza hidrofébica ele penetra através da bicamada
fosfolipidica da membrana celular bacteriana e altera a estrutura da membrana
(GHOSH; MUKHERJEE; CHANDRASEKARAN, 2014). O eugenol perturba a
membrana bacteriana, alterando a permeabilidade da mesma seguida pelo
vazamento de constituintes intracelulares e morte celular (GHOSH; MUKHERJEE;
CHANDRASEKARAN, 2014).

A acdo antinociceptiva do eugenol tem sido atribuido a sua capacidade de
reduzir a ativacdo neuronal, inibindo os canais de soédio e calcio voltagem-
dependentes. A literatura relata que o eugenol reduziu a alodinia mecanica da leséo
do nervo periférico pela inibicdo dos canais de nucleotideos ciclicos (HCN) ativados

pela hiperpolarizacdo. Além disso, a modulacdo dos sistemas opiodide, glutamatérgico
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e purinérgico foi proposta como o mecanismo molecular subjacente ao analgésico
(TRPV1) (CHUNG et al., 2014).

O eugenol foi utilizado pela primeira vez na pratica clinica odontoldgica na
década de 1950, como anestésico geral (TSUCHIYA, 2017).Também foi utilizado
como anestésico topico para aliviar a dor decorrente de uma variedade de fontes,
incluindo pulpites e hipersensibilidade dentinaria (DANIEL et al., 2009). E talvez a
forma mais utilizada e conhecida seja o cimento de 6xido de zinco e eugenol (OZE)
gue é amplamente utilizado na Odontologia pela facil preparacao na pratica clinica,
por exibir aceitaveis propriedades fisicas e produzir respostas biologicas satisfatérias
(TRAVASSOS et al., 2011).

A toxicidade do eugenol ja foi questionada em estudos anteriores, porém
Esmaeili e colaboradores (2016), em um estudo avaliando formulacbes topicas
contendo diferentes concentracdes de eugenol concluiram que em baixas
concentragbes possui efeitos analgésicos e anti-inflamatérios e em altas
concentracfes ocorre a producdo de radicais livres que causam danos teciduais,
acrescenta também que o eugenol foi aplicado com seguranca topicamente até 5%,
engquanto uma concentracdo de 8% pode causar irritacao.

O eugenol é um farmaco versatii com iniameras acdes farmacoldgicas
aplicaveis na clinica odontolégica, porém por ser um farmaco volatil, oxidavel e de
acao imediata, o desenvolvimento de nanocapsulas para este farmaco seriam ideais
para explorar os beneficios deste potente fitoquimico e assim melhorar a adeséo do
paciente e a eficacia terapéutica. A nanotecnologia fornece as vantagens de facil
manuseio, retencdo de ingredientes volateis, aumento da biodisponibilidade,
estabilidade, protecéo contra a oxidacdo e melhor solubilidade em agua (PRAMOD et
al., 2016; AHMAD et al., 2018; HU et al., 2016).

3.3 NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia (NT) foi reconhecida como uma tecnologia essencial do
século XXI. Devido as suas implicacdes e rapido desenvolvimento, a NT causou um
grande impacto cientifico e econdmico nas politicas de ciéncia e tecnologia (DIMER

etal., 2013; Ql etal., 2018). Véarios governos priorizaram a NT em sua agenda nacional
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para o desenvolvimento de ciéncia e tecnologia. Hoje, mais de 50.000 artigos de NT
sdo publicados anualmente em todo o mundo. Nos ultimos anos mais de 2.500
patentes foram registradas em grandes escritérios de patentes, como o European
Patent Office (QI et al., 2018).

O conceito de NT vem sendo aprimorado de acordo com 0s avancos da
ciéncia, por isso ainda ndo h& um conceito internacional consensual para o termo. Na
area da saude, a European Medicines Agency define a NT como o uso de pequenas
estruturas menores de 1.000 nanémetros de didmetro que sdo projetadas para
apresentar propriedades especificas (DIMER et al., 2013; KUMARI; YADAV; YADAV,
2010; HEERA; SHANMUGAM, 2015). A multidisciplinaridade € uma caracteristica
marcante da NT, pois ela abrange diversas areas de atuacéo, como quimica, farmacia,
biologia, fisica, medicina, engenharias, informética, fotografia, monitoramento
ambiental, agricultura, ciéncia dos materiais, ciéncias forenses, industrias
automobilistica, eletronica e téxtil. (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Particularmente nas éareas de NT farmacéutica e de nanomedicina, oS
esforcos em pesquisa e desenvolvimento visam principalmente projetar os farmacos
para oferecerem vantagens em relacdo aos seus homologos, como: diminuicdo dos
efeitos colaterais dos farmacos; o prolongamento do tempo de liberacdo do farmaco
no organismo; direcionamento do principio ativo ao sitio especifico; aumento da
eficacia terapéutica por meio da diminuicdo da dose necessaria para que seja atingido
o efeito esperado; melhora da biodisponibilidade e da solubilidade de farmacos
insoliveis ou pouco soluveis em agua; aumento da concentracdo do farmaco no
tecido-alvo, entre outros beneficios (FARAJI; WIPF, 2009; DIMER et al.,, 2013;
CARTAXO, 2018).

Idealmente, os sistemas manométricos de liberacdo controlada tém por
objetivo modular a liberacdo do farmaco na faixa terapéutica por tempo prolongado
utilizando-se de dosagem Uunica. Em terapias convencionais de administracdo, a
concentragdo da droga na corrente sanguinea aumenta até atingir o nivel maximo de
dissolucéo (pico) e entdo declina, sendo requerida a administracdo de nova dose para
manter os niveis de concentracdo, contudo elevadas concentracfes acima da faixa

terapéutica podem conduzir a toxidade, enquanto concentracdes subterapéuticas sédo
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ineficazes e podem em alguns casos causar resisténcia ao farmaco (Figura 4)
(CARTAXO, 2018; BIZERRA,; SILVA, 2016).

A NT tém sido amplamente explorada como transportadores biodegradaveis
devido as suas grandes vantagens sobre 0s sistemas convencionais, como: melhorar
a solubilidade do farmaco aumentando a area de superficie, aumentar a estabilidade
de agentes farmacéuticos, o uso de quantidades menores de medicamentos caros,
aumento da biodisponibilidade do farmaco protegendo os contra degradacdes fisico-
guimicas e / ou biolégica se tratamento mais eficaz com efeitos colaterais minimos
(CARTAXO, 2018; SIQUEIRA et al., 2019; HU et al., 2016).

FIGURA 4 - Comparacao das variacées de concentracdo de farmacos administrados por diferentes
métodos: liberacé@o controlada (linha verde) e terapia convencional (linha vermelha).
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Fonte: Adaptado de Cartaxo (2018)

Existem varios tipos de sistemas manométricos ja descritos na literatura, os
guais sao divididos em dois principais grupos: nanoparticulas organicas e inorganicas.
O primeiro grupo inclui micelas, dendrimeros, lipossomas, hibridos e NPPs
poliméricas, o segundo grupo inclui fulerenos, pontos quanticos, NPPs de silica e ouro
(Figura 5) (CARTAXO, 2018; SIQUEIRA et al., 2019; HU et al., 2016; PRAMOD et al.,
2016; CHEN et al., 2011).
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FIGURA 5 - Diferentes tipos de nanoparticulas
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Fonte: Adaptado de Faraji e Wipf (2009)

3.4 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

O campo de nanoparticulas poliméricas (NPPs) estd se expandindo
rapidamente e desempenhando um papel importante em um amplo espectro de areas
gue vao desde eletrbnica, fotdnica, materiais condutores, sensores, medicina,
biotecnologia, controle de poluicdo a tecnologia ambiental (NAGAVARMA et al.,
2012). A literatura enfatiza as vantagens das nanoparticulas sobre microparticulas e
lipossomas, o tamanho de 10 a 1000nm das nanoparticulas oferece uma série de

vantagens distintas sobre as microparticulas (REIS et al., 2006). Como por exemplo:

e Protecdo do farmaco no sistema contra possiveis instabilidades no
organismo, promovendo a manutencdo de niveis plasmaticos numa concentracao
constante;

e Aumento da eficacia terapéutica,

e Libertacdo progressiva e controlada do farmaco mediante a resposta a
estimulos do meio exterior (sensiveis a variacdo de pH ou de temperatura);

e Diminuicdo da toxicidade pela reducdo de picos plasmaticos de

concentragcdo maxima,
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e Direcionamento de farmacos a alvos especificos (local, especificidade);

e Possibilidade de incorporar tanto substancias hidréfilas como lipofilas;

e Diminuicdo da dose terapéutica e do nimero de administragcdes com
consequente aumento da adesao do doente a terapéutica;

e Melhoria significativa em relacdo aos meétodos tradicionais de
administracéo oral e intravenosa em termos de eficiéncia e eficicia; proporciona uma
concentragdo mais alta de agente farmacéutico no local desejado. (NAGAVARMA et
al., 2012; MARQUES; LOPES; SOUTO, 2009).

As NPPs sao definidas como portadores solidos de medicamentos que podem
ou nado ser biodegradaveis. O termo nanoparticula € um nome coletivo para
nanocapsulas e nanoesferas. As nanocapsulas sao constituidas por um involucro
polimérico e um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou
adsorvido a parede polimérica. Ja as nanoesferas sdo formadas por uma matriz
polimérica e ndo apresentam 0Oleo em sua composicdo. Neste sistema, o farmaco
pode ficar retido ou absorvido (Figura 6). (REIS et al., 2006; KUMARI; YADAYV,
YADAV, 2010; SCHAFFAZICK; POHLMANN, 2002; SCHAFFAZICK et al., 2003;
MARQUES; LOPES; SOUTO, 2009; SOUTO; DEVERINO; SANTANA, 2011; RAO;
GECKELER, 2011).
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FIGURA 6 - Tipos biodegradaveis de nanoparticulas de acordo com sua estrutura organizacional,

classificadas em nanocapsula e nanoesfera
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Fonte: Adaptado de Kumari, Yadav e Yadav (2010)

As NPPs sao altamente preferidas por serem veiculos promissores no sistema
de administracdo de medicamentos, elas transportam efetivamente drogas, proteinas
e DNA para atingir células e 6rgaos, seu tamanho nanométrico promove permeacao
eficaz através das membranas celulares e estabilidade na corrente sanguinea. Além
disso, as NPPs sdo ndao-tdxicas, nao-trombogénicas, ndo-imunogénicas, nao-
inflamatorias, ndo ativam neutréfilos, sdo biodegradaveis e sao aplicaveis a varias
moléculas, como drogas, proteinas, peptideos ou acidos nucléicos (NAGAVARMA et
al., 2012; KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Para o direcionamento do farmaco a um alvo especifico, caracteristicas como
tamanho de particula, carga de superficie, composi¢cdo e presenca de ligantes na
superficie e hidrofobicidade, devem ser analisadas e determinadas para que se
alcance a finalidade desejada. O tamanho da particula é crucial para a interagdo com

membranas celulares e para a penetracdo do farmaco através das barreiras
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biolégicas. Outra caracteristica importante que se deve avaliar é a carga de superficie,
para que se possa determinar se ocorre a agregacao das NPPs quando na corrente
circulatoria, ou se acontece adesao ou interagdo com as membranas de células
carregadas com cargas opostas (PASZKO et al., 2011; KUMARI; YADAV; YADAYV,
2010; FARAJI; WIPF, 2009).

Para a preparacdo dos sistemas poliméricos de transporte, pode recorrer-se
ao uso de polimeros naturais ou sintéticos (biodegradaveis e ndo-biodegradaveis)
(Quadro 1) (SEVERINO et al., 2011b). A selecéo do polimero a ser empregado esta
condicionada, a natureza do farmaco que se pretende incorporar no sistema
(SEVERINO et al., 2011a). Ao eleger o material a ser utilizado deve-se observar as
caracteristicas fisico-quimicas, como a viscosidade e a higroscopicidade. Outro fator
€ a natureza do farmaco, quando hidrofilica recorre-se, em geral, a polimeros de
natureza apolar e a preparacdo do sistema deve proceder em meio ndo aquoso e
guando se trata de farmacos hidrofobicos deve selecionar um método de preparacao
em meio aquoso e, para isso, recorre-se, em geral, a polimeros de natureza hidrofilica
(SEVERINO et al., 2011a). Além disso, o polimero sintético deve ser biocompativel e
ter capacidade de liberar completamente o solvente ou outros materiais utilizados
durante o processo de encapsulacdo, além de ndo apresentar sabor desagradavel no

caso de consumo oral.
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QUADRO 1 - Polimeros utilizados no sistema de liberacéo de farmacos

Classificacao | Polimeros
Polimeros Naturais
Polimeros a base de proteinas Colageno, albumina, gelatina
Polissacarideos Agarose, alginato, carragenina, acido

hialurbnico,  dextran,  quitosana,
ciclodextrina

Polimeros Sintéticos Biodegradaveis
Poliésteres Poli(acido lactico), Poli(acido
glicolico), poli(hidroxibutirato), poli(e-
caprolactona), poli(acido-B-malico),
poli(dioxanonas)

Polianidridos Poli(Acido  sebacico), poli(acido
adipico), poli(acido terftalico)
Poliamidas Poli(imino carbonatos),
poliaminoacidos
Outros Poli(ciano acrilatos), poliuretanos,
éster  poliorto,  polidihidropirans,
poliacetais
Polimeros sintéticos ndo degradaveis
Derivados de celulose Carboximetil celulose, etilcelulose,

celulose acetato, celulose acetato
propionato, hidroxipropil metilcelulose

Silicones Polidimetilsiloxano, silica coloidal
Polimeros acrilicos Polimetracrilatos,
poli(metilmetacrilato), poli

hidro(etilmetacrilato)

Fonte: Adaptado de Bizerra e Silva (2016)

Os polimeros biodegradaveis apresentam numerosas vantagens sobre os nao
biodegradaveis, uma vez que ndo necessitam de remocao cirdrgica ap0s o
esgotamento do principio ativo, podem fornecer um meio de liberacdo direta da
substancia a circulacdo sistémica e o polimero e o principio ativo podem ser

combinados em vérias formas (SEVERINO et al., 2011a).

3.5 EUDRAGIT RS100

A linha de polimeros Eudragit surgiu do conhecimento do Dr. Rohm em 1933,
posteriormente em 1954 foram lancados os Eudragit L e Eudragit S, em 1972 o
Eudragit foi um marco importante, tornando o processo de revestimento mais facil,

seguro, versatil e econdmico. Com o desenvolvimento de varios graus de Eudragit,
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tornou-se possivel lidar com muitos aspectos do desenvolvimento de formulacfes
como revestimento de filme, granulacdo, compresséo direta, extrusao por fusdo e
dominio de tecnologias para projetar liberacéo imediata ou sustentada, revestimento
entérico, liberagéo controlada e formulagdes transdérmicas (PATRA et al., 2017).

O Eudragit® RS100 (Figura 7) € um copolimero de poli (acrilato de etila, metil-
metacrilato e metacrilato de clorotrimetil-amonioetil), contém 4,5 a 6,8% dos grupos
de amodnio quaternario. Estes grupos quimicos fornecem carga superficial positiva ao
polimero, o que o faz interagir com farmacos carregados negativamente ou a
superficie celular dos tecidos alvos. Essa caracteristica pode subsequentemente
maximizar a captagéo celular do complexo farmaco-polimero e também ressaltam sua
caracteristica mucoadesiva (DALCIN; OURIQUE; GOMES, 2017; ADIBKIA et al.,
2011; PIGNATELLO et al., 2001).

FIGURA 7 - Estrutura molecular do Eudragit® RS100
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Fonte: A autora

Polimeros bioadesivos sdo materiais capazes de se ligarem a substratos
biolégicos de duas maneiras: aderindo a camada mucosa (mucoadesivos) ou a
membrana celular (citoadesivos). A bioadesdo € uma propriedade explorada como
estratégia para aumentar o tempo de permanéncia de um medicamento no organismo.
Em consequéncia, a biodisponibilidade dos farmacos pode ser melhorada e o nimero
de doses tomadas, diariamente, pode ser reduzido. Outra vantagem é que a
bioadesdo pode ser modulada para ocorrer em sitios especificos, diminuindo a
toxicidade e aumentando a efetividade terapéutica dos farmacos (VILLANOVA;
OREFICE; CUNHA, 2010).



32

A adesado de nanocapsulas preparadas com Eudragit RS100® a mucosa é
bem conhecida e descrita, melhorando o desempenho dos nanossistemas. A mucosa
apresenta uma superficie negativa devido a presenca de mucina, portanto o uso de
nanocapsulas com carga positiva melhoram sua permeacdo (DALCIN; OURIQUE;
GOMES, 2017). Nanocépsulas catiénicas produzidas com o Eudragit RS100®
apresentam inlmeras vantagens como, mucoadesdo e liberacdo sustentada do
farmaco, bem como a melhoria das diferentes atividades biolégicas que incluem
analgésicos, antifungicos, anti-inflamatérios, fotoprotecao e outros efeitos (DALCIN;
OURIQUE; GOMES, 2017).

O Eudragit RS100® € insolivel em agua e tem baixa permeabilidade, mas é
permeavel em fluidos digestivos, que foram desenvolvidos para controlar a liberagéo
de medicamentos encapsulados. Seu uso esta amplamente associado a producao de
formulacdes orais e tdpicas, e estudos anteriores relatam sua boa biocompatibilidade
em diferentes aplicacfes, também é insolivel em pH fisiolégico, mas incha na agua
(ADIBKIA et al., 2011; PIGNATELLO et al., 2001).

3.6 SISTEMAS DE LIBERACAO MODIFICADA CONTENDO EUGENOL NA
ODONTOLOGIA

Atualmente, a nanotecnologia é usada para produzir muitos materiais
odontoldgicos, incluindo resinas compostas restauradoras fotopolimerizaveis e seus
sistemas de colagem, materiais de moldagem, ceramicas, camadas de cobertura de
implantes dentarios e enxaguatérios bucais com fldor. Outras vantagens das
nanoparticulas, que tém chamado a atencdo na Odontologia, sdo sua melhor
penetracdo nos tubulos dentinarios, propriedades antibacterianas profundas e
diminuicdo da microinfiltracdo. Devido a estas propriedades favoraveis, a utilizacao de
nanoparticulas na producéo de selantes endoddnticos tornou-se o centro de interesse,
recentemente (JAVIDI et al., 2015). Segundo Javidi et al. (2015) estudos incorporaram
nanoparticulas de polietilenoimina quaternizada ou nanoparticulas de quitosana em
diferentes selantes e avaliaram sua biocompatibilidade, propriedades antibacterianas

e fisicoquimicas.
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Pramod et al. (2016) em um estudo avaliando a perda éssea em ratos com
periodontite induzida e tratados com eugenol nanoencapsulado, eugenol puro e
placebo observou uma diferenga significativa no grupo tratado com eugenol
nanoencapsulado para o0s outros grupos, 0 grupo tratado com eugenol
nanoencapsulado apresentou menor reabsor¢cao 0ssea, concluida pelo autor que a
nanoencapsulacao do eugenol forneceu caracteristicas como liberacédo lenta que
favoreceram o tratamento da periodontite.

Hu et al. (2016), avaliando a eficacia antimicrobiana de nanoemulséo contendo
eugenol colocada sobre diferentes cepas de bactérias pode concluir que o grupo
tratado com nanoemulsdo de eugenol obteve uma diferenga significativa quando

comparado aos outros grupos, sugerindo ser um potencial antimicrobiano.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 EQUIPAMENTOS

Balanca analitica (CELTAC, modelo FA2104N, Sao Paulo, Brasil);
Centrifuga (Hermle Z326K, Wehingen, Alemanha);

Destilador de 4gua (FANEM LTDA, modelo 724/2-A, Séo Paulo, Brasil);
Equipamento DSC/TG (STA 6000, Perkin Elmer, Waltham, MA, Estados
Unidos);

Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japao);

Evaporador rotatorio (FISATOM, modelo 801, Diadema, Brasil);

Liofilizador (LIOTOP, L202, S&o Paulo, Brasil);

Metalizador (SHIMADZU, modelo IC-50 lon Coater, Quioto, Japao);
Microscopio eletrénico de varredura por emissdo de campo (TESCAN,
modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca);

Potencidémetro hidrogenionico digital (HANNA, HI 2221, Sao Paulo, Brasil);
Placa de agitacdo e aquecimento (FISATOM, modelo Q261-22, Diadema,
Brasil);

Redmetro DRH-2 (TA Instruments, New Castle, DE, EUA)

Ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-D37, Carolina do Norte, Estados
Unidos);

Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, NANO ZS 90, Malvern Reino
Unido).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

4.2.1 Farmaco

e Eugenol (= 99% de pureza, Sigma-Aldrich, MO, EUA).
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4.2.2 Polimero

e Eudragit® RS 100 (Mw 150.000 g.molt, R6hm, Darmstadt, Alemanha).

4.2.3 Agua Purificada

e Agua purificada pelo processo de destilacdo (H.O destilada), em
equipamento tipo Pilsen (Fanem LTDA, modelo 724/2-A, S&o Paulo, Brasil);

e Agua ultrapurificada pelo sistema de ultrapurificagdo em equipamento Milli-
Q (Merck, Integral 5, Darmstadt, Alemanha).

4.2.4 Solventes e Demais Reagentes

e Acetonitrila grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados Unidos);

e Acetona ((CH3)2CO) (Synth, Diadema, Brasil);

e Acido Formico (CH02) (Biotec Produtos Quimicos, S0 José dos Pinhais,
Brasil);

e Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

e Lactose Mono-Hidratada PA (Biotec Produtos Quimicos, Sao José dos Pinhais,
Brasil);

e Metanol (CH3OH) grau HPLC (Hexis Cientifica, Phillispsburg, Estados Unidos);

e Monooleato de sorbitano etoxilado 20 (polissorbato 80, Tween® 80, Delaware,
Porto Alegre, Brasil);

e Monooleato de sorbitano (Span 80® OXITENO, Maud, Sédo Paulo);

e Triglicerideos dos é&cidos caprico /caprilico (FOCUS QUIMICA, Sdo Paulo,

Brasil).

4.2 .5 Material

e Amicon® Ultra — 0,5 mL, dispositivo de ultrafiltracdo com membrana de

celulose regenerada 10000 Da, Tullagreen, Carrigtwonhill, Irlanda;
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e Chromafil® Xtra PTFE-20/13, filtro hidrofilico, 0,20 ym de abertura dos

poros, Macherey-Nagel, Diren, Alemanha.
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4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

FIGURA 8 — Desenho experimental
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4.4 PREPARO DAS NANOCAPSULAS POLIMERICAS CONTENDO EUGENOL

As nanocépsulas poliméricas foram preparadas pelo método da deposicdo
interfacial de polimero pré-formado (SCHAFFAZICK et al., 2003). De forma resumida
o polimero Eudragit® RS 100 (0,100 g) foi solvatado em acetona (27 mL) na presenca
de Span80® (0,0770 g), eugenol (0,150 g) e triglicerideos de cadeia média (TGCM)
(0,150 g) sob agitacdo mecanica a 40 °C até completa dissolu¢cdo, em seguida, a fase
organica foi vertida lentamente sobre a fase aquosa (53 mL), contendo Tween 80®
(0,0770 g) através de uma bureta na forma de gotejamento e apds o término a mistura
foi mantida sob agitacdo magnética a 40 °C, durante 10 minutos (Tabela 1). O solvente
organico foi entdo eliminado através da evaporacdo em um rotaevaporador (Quimis,

Séo Paulo, Brasil) até o volume final de 10 mL (1,5 mg/mL) (Figura 9).

FIGURA 9 - llustracdo esquematica do método de deposicao interfacial do polimero pré-formado
B) Método de polimerizagao

interfacial ﬁ

Meio aquoso
mondmeros + solvente + +
tensoativo** tensoativo

+ dleo + farmaco
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e do excesso de agua

Formagao das nanocapulas

Fonte: Schaffazick et al. (2003, p. 727)

TABELA 1 - Composicao da formulacdo de nanocapsulas poliméricas contendo eugenol

COMPOSICAO FORMULACAO
NC-E NC-C
Fase Organica
Span 80® (g) 0,077 0,077
TCM (9) 0,150 0,300
Eudragit® RS100 (g) 0,100 0,100
Eugenol® (q) 0,150 0
Acetona (mL) 27 27
Fase Aquosa
Tween 80® (Q) 0,077 0,077
Agua purificada (mL) 53 53

Fonte: A autora
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4.5 CARACTERIZACAO DAS SUSPENSOES DE NANOCAPSULAS POLIMERICAS

4.5.1 Determinagéo do pH

A determinacao do pH foi realizada em um potenciémetro digital previamente
calibrado com soluc¢des tampéao pH 4,0 e 7,0, diretamente nas suspensdes coloidais,
apos a preparacao. Os resultados obtidos representam a média de trés amostras

diferentes.

4.5.2 Liofilizagéo

Para realizar a caracterizacdo por alguns meétodos, fez-se necessario a
liofilizacdo das nanocapsulas poliméricas contendo Eugenol. Para isso 1 g de lactose
(LAC) monohidratada foi dispersa na nanossuspensao sob agitacdo magnética. Em
seguida, a suspensao foi congelada em ultrafreezer (REVCO, modelo ULT-2186-3-
D37, Carolina do Norte, Estados Unidos) a -80 °C por 24 horas e liofilizada em

liofilizador (LIOTOP, L202, Sdo Paulo, Brasil) por 48 horas, até total remocéo da agua.

4.5.3 Analise Morfologica e de Superficie

4.5.3.1 Determinacéo do diametro médio, indice de polidisperséo e potencial zeta

O tamanho médio de particula, o indice de polidispersidade (IPD) (distribuicdo
do tamanho de particula) e potencial zeta foram medidos (n = 3) por Espectroscopia
de Correlacdo de Fotons (PCS) de acordo com o Dispersédo Dinamica de Luz (DLS)
ap6s a diluichio de uma aliquota da suspensdo de nanocpsulas em &agua
ultrapurificada (1:500) (Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, Reino Unido).
Para verificar a diferenca estatistica entre os diametros médios, foi realizado teste

ANOVA 1 via entre os valores da média dos resultados.

4.5.3.2 Microscopia eletrbnica de varredura por emissdo de campo

A avaliacdo morfologica e da superficie das nanocapsulas foram realizadas

usando a Microscopia Eletréonica de Varredura por Emissdo de Campo (FEG-SEM)
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(TESCAN, modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca). As amostras foram submetidas a
metalizacdo com ouro em um metalizador IC-50 lon Coater (SHIMADZU, Quioto,
Japao), e depositadas sobre um stub polido. Para obtencéao das eletromicrografias, foi
empregada voltagem de aceleracdo de 8 a 10 kV com aumento de 20 a 200 Kx

utilizado software especifico (Electron Optical Design).

4.5.4 Andlise Estrutural

4.5.4.1 Avaliagao por espectroscopia na regido do infravermelho

As nanocapsulas poliméricas foram analisadas por espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), utilizando pastilhas de brometo de
potassio (KBr), empregando 4 mg de cada amostra e 196 mg de KBr grau
espectroscopico (2%, m/m), no equipamento IR Prestige-21 (SHIMADZU, Quito,
Japdao), na faixa de 4000-400 cm, com resolucdo de 4 cm™* e 32 scan.min?. Os
espectros obtidos foram avaliados frente aos espectros do farmaco puro, polimero e

formulacdo sem a adicdo do eugenol.

4.5.4.2 Andlise térmica

A estabilidade térmica das amostras foi estudada por meio das curvas de
Termogravimetria (TG), que foram obtidas na faixa de temperatura entre 20 a 600°C.
Para isso, foi empregada uma termobalanca modelo TGA-50 (Shimadzu), sob razao
dinamica de nitrogénio (50 mL.min™t), empregando uma razdo de aquecimento de
10°C.min™%, em microcadinho cilindrico de alumina contendo aproximadamente 5 *
0,1 mg da amostra. O equipamento foi previamente calibrado com indio (In; P.F =
156,6 °C; AHmusao = 28,54 J.g71).

4.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO
A concentracdo do eugenol encapsulado nas NCPs (mg.mL-!) foi determinado

através de ensaios de quantificacdo desenvolvidos no equipamento de cromatografia

liquida de ultra eficiéncia (UHPLC Acquity Waters HClass) equipado com autoinjetor
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refrigerado (Sample Manager FTN) e bomba quaternaria (Quaternary Solvent
Manager) para obtencdo dos cromatogramas. A analise de espectrometria de massas
foi feita em um equipamento Xevo TQD (Waters) triplo-quadrupolo equipado com uma
fonte de ionizacédo eletrospray usando 0s seguintes parametros: temperatura de
desolvatacéo, 400 °C; fluxo do gés de desolvatacao, 60 L/h; fluxo do gas do cone, 35
L/h; capilaridade, 3,7 kV; modo de operacgao, positivo; cone, 35 V, energia de colisdo

de 68V. Todas as operacoes foram realizadas pelo programa MassLynx (Waters).

4.6.1 Preparo das Solugdes Padréo

A solucédo padrédo de eugenol foi preparada em acetonitrila: agua, a 500,0
ug.mL2. DiluicGes foram realizadas com objetivo de obter solu¢cdes com concentracdo
entre 2,4 - 240,0 uyg.mL%, onde a concentragdo de 30,0 ug.mL* foi definida como
100%. Antes de serem injetadas no cromatografo, as solucdes foram filtradas em filtro
de politetrafluoretilieno (PTFE, Cromafil® Xtra, 0,2 ym x 13 mm, Macherey-Nagel
GNBH & Co. KG, Duren, Alemanha).

4.6.2 Desenvolvimento e Validacédo do Método

Para obter a melhor condicéo para a corrida cromatografica, foi realizado um
experimento em gradiente exploratorio, variando a concentracdo de acetonitrila de 5
a 100% em 20 minutos. ApoOs isso, as condi¢cdes cromatograficas foram otimizadas
para se obter melhor resolucdo do pico para o eugenol. Uma amostra contendo os
polimeros foi injetada como controle negativo.

A validacdo do método analitico por UPLC-MS/MS foi realizada segundo os
critérios propostos pela The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 2005) e pela
Resolucdo da Diretoria Colegiada, RDC n° 166 de 24 de julho de 2017 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA (BRASIL, 2017). Foram avaliados o0s
seguintes parametros: linearidade, limites de deteccdo e de quantificacdo, precisao,

exatidao e robustez.
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A linearidade do método foi avaliada por regressao linear usando o método
dos minimos quadrados, pela média dos pontos de trés curvas analiticas auténticas,
nas concentracées de: 2,4, 4, 12, 24, 48, 72, 96, 192 e 240 ug.mL*. A inclinacéo e
outros parametros das curvas analiticas foram calculados por regresséo linear e
analise de variancia (ANOVA). Avaliacdo de cada ponto foi realizada em triplicata. A
andlise de residuos foi realizada com o auxilio do software Statistica 8.0 (STATSOFT).

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram obtidos
experimentalmente injetando solugbes com concentragdes menores a faixa de
trabalho.

A repetibilidade foi avaliada por meio da analise de trés concentracdes
diferentes (12,8, 48 e 192 ng.mL™?), totalizando nove determinacdes em diferentes
periodos de um mesmo dia (manhd, tarde e noite), pelo mesmo analista, utilizando
um mesmo instrumento. A precisdo intermediaria foi determinada pela anélise nas
mesmas concentracdes utilizadas para a repetibilidade, porém as medidas foram
realizadas em dias diferentes, com analistas diferentes, ainda empregando o0 mesmo
instrumento. Os resultados destas analises foram expressos na forma de Desvio
Padrdo Relativo (DPR), de acordo com a equacédo 1 abaixo, onde DP € o desvio

padrao da série de medicdes e CMD a concentracdo meédia determinada.
DPR=(DP/ICMD)X 100 (1)

A exatiddo foi determinada aplicando o método proposto na analise da
amostra, na qual quantidade conhecida do farmaco foi adicionada a solucdo do
produto terminado. As concentracdes utilizadas foram as mesmas para calcular a

precisdo. O resultado foi expresso em % de recuperacao do analito (equacao 2).

(CAF=CA)x100
— 2)

% Exatiddo = a

Na Equacéo 2, temos:
e CAF: concentracdo experimental da amostra fortificada;
e CA: concentracao experimental da amostra nao fortificada;

e CTA: concentracao tedrica adicionada.
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A robustez foi avaliada nas amostras a 30,0 uyg.mL!, por variacdes na taxa de
fluxo para 0,33 mL.min%, a concentracdo da fase mével acetonitrila e agua acidificada
com acido férmico 82:18 (V/V) e temperatura do forno para 25 °C. Os resultados foram
analisados utilizando o CV comparando com os valores obtidos para a condi¢cao

padrao.

4.6.3 Quantificacdo do Eugenol Encapsulado

Considerando os resultados obtidos no desenvolvimento e validacdo do
meétodo, a eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi calculada a partir da diferenca entre a
massa do farmaco inicialmente adicionado em cada formulacdo e a massa presente

nas formulacdes (NADAL et al., 2015) conforme a equacao 3.

Concentragio tedérica—Concentragao obtida

EE (%) = ( )x100 3)

Concentragio teodrica

A EE (%) foi determinada por método indireto, quantificando a concentragcao
de farmaco ndo encapsulado. Assim sendo, 500 uL da nanossuspensdo foram
submetidas a ultrafiltracéo/centrifugacéo usando um dispositivo (Amicon® 10.000 Mw,

Milipore) a 6000 rcf por 30 minutos. O eugenol livre foi determinado no ultrafiltrado.

4.7 ANALISE DE ESTABILIDADE

4.7.1 Determinacéo do Diametro Médio, indice de Polidispersio e Potencial Zeta

As suspensdes de NC-C e NC-E foram armazenadas em geladeira e
protegidas da luz em frasco ambar. O tamanho médio de particula, o indice de
polidispersidade (IPD) (distribuicdo do tamanho de particula) e potencial zeta foram
medidos (n=3) nos tempos de 0, 30, 60 e 90 dias. Todos os dados resultantes da
estabilidade foram avaliados pelo programa GraphPad Prism, versdo 6.01 para
Windows. Os dados foram expressos como média = desvio padrdo. A ANOVA com
pos-teste de Tukey, seguido de teste t de Student foi usada para comparacdes

estatisticas, com nivel de significancia de 5% (a = 0,05).
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4.8 PREPARO DO GEL CONTENDO NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE
EUGENOL

Foi preparado um gel base de natrosol (9 g), nipagin (0,15 g), propilenoglicol
(7,5 g) e 4gua destilada (133,35 mL), a mistura foi aquecida até que ela ficasse viscosa
(Tabela 2). Para o gel de nanocépsulas foi pesado 33,3 g do gel base e acrescentado
66,7 mL da nanossuspensao, para o gel de eugenol puro a 1% foi pesado 33,3 g do
gel base, acrescentado 1 g de 6leo de eugenol e 65,7 mL de 4gua destilada e para o
gel controle foi pesado 33,3 g de gel base e acrescentado 66,7 mL de 4gua destilada
(Tabela 3), todos os géis foram homogeneizados no aparelho speed mix, para evitar
a destruicdo das nanocapsulas, a 3500 rpm divididos em quatro sec¢des de 2 minutos.
Apos a formulagéo pronta, o valor de pH medido ficou entre 6,0 £ 6,5. Entdo o gel foi
embalado em seringas odontolégicas para ser utilizado posteriormente no estudo

clinico.

TABELA 2 - Formulacdo do gel base (150 g)

Composicao Quantidades
Natrosol (g) 9
Nipagin (g) 0,15
Propilenoglicol (g) 7,5
Agua (mL) 133,35

Fonte: A autora

TABELA 3 - Formulacao para os géis testados na clinica

Composicao Gel de nanocéapsulas Gel controle
de eugenol

Gel base (g) 33,3 33,3

Nanosuspensao 66,7 0

Agua destilada 0 66,7

Fonte: A autora

4.9 CARACTERIZACAO DO GEL CONTENDO NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE
EUGENOL

Apés a etapa de manipulacédo dos géis, procedeu-se ao controle de qualidade
dos dois géis deste estudo: um gel experimental contendo as nanocapsulas de

eugenol chamado de gel NC-E e o gel controle sem farmaco chamado de gel base.
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Todos os testes foram realizados em ambiente climatizado, com temperatura variando
de 20° C e 25° C, além disso, o operador utilizou luvas descartaveis a fim de evitar
qualquer contaminacado. Os géis foram pesados (15 g) e acondicionados em frascos
plasticos transparente e armazenados em temperatura ambiente, estufa e geladeira.

Os testes foram realizados nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias.

4.9.1 Caracteristicas Organolépticas

Com o objetivo de verificar alteracdes como separacao de fases, precipitacao
e turvacgdo, possibilitando o reconhecimento primario do produto (BRASIL, 2007). As
caracteristicas organolépticas dos geéis (NC-E e gel base) foram observadas durante
90 dias em diferentes temperaturas, tendo como parametro de comparacdo as
caracteristicas obtidas imediatamente ap6és a manipulagdo dos géis

dessensibilizantes experimentais.

Parametros avaliados:
- Aspecto
Observou-se visualmente alteragbes quanto a: separacdo de fases,
precipitacdo e turvacao. A amostra foi classificada segundo os seguintes critérios:
e normal, sem alteracéo;
e levemente separado, levemente precipitado ou levemente turvo;
e separado, precipitado ou turvo.
[ ]
- Cor
Observou-se por meio visual, através de luz branca alteracdes relacionadas a
cor, comparadas com as amostras no tempo 0. A amostra do produto foi classificada
segundo os seguintes critérios:
e normal, sem alteracéo;
e levemente modificada;
e modificada;

e intensamente modificada.
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- Odor
Avaliou-se diretamente através do olfato alteracdes relacionadas ao odor,
comparadas com as amostras no tempo 0. A amostra foi classificada segundo os
seguintes critérios:
e normal, sem alteracéo;
¢ levemente modificada;
e modificada;

¢ intensamente modificada.

- Sabor
Verificou-se qualquer alteracdo relacionada ao sabor comparadas com as
amostras no tempo 0. A amostra foi classificada segundo 0s seguintes critérios:
e normal, sem alteracéo;
¢ levemente modificada;
e modificada;

e intensamente modificada.

4.9.2 Aspectos Fisico-Quimicos

Ensaios fisico-quimicos séo operacdes técnicas que consistem em determinar
uma ou mais caracteristicas de um produto, processo ou servi¢co, de acordo com um
procedimento especificado. Estas avaliacdes permitem ao formulador detectar futuros
problemas que podem afetar a estabilidade e a qualidade de seu produto (BRASIL,
2007).

4.9.2.1 Determinacéao dos valores de pH

Os valores de pH dos géis experimentais foram obtidos com um
potenciémetro digital (DMPH-2) previamente calibrado, conforme descrito nos
métodos gerais da Farmacopeia Brasileira 4° edicdo (Comissdo Permanente de
Revisdo da Farmacopeia Brasileira 1988). Cada verificacao foi feita em triplicata nos

tempos 0, 30, 60 e 90 dias), visando obter maior precisao dos resultados.
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4.9.2.2 Determinagao de perda de massa

Os valores de perda de massa foram verificados utilizando uma balanca de
precisdo (CELTAC, modelo FA2104N, S&o Paulo, Brasil) as verificagbes foram feitas

em triplicata e as alteragbes comparadas com tempo O.

4.9.2.3 Analise reoldgica

As andlises oscilatorias das formula¢des foram feitas em redmetro DRH-2 (TA
Instruments, New Castle, DE, EUA) do Complexo de Laboratérios Multiusuarios (C-
LABMU) da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG). A geometria de eleicao
foi a de placas paralelas com as configuragdes de 40 mm de diametro com medidas
com 1mm de gap. Os experimentos oscilatorios de varredura de frequéncia de 0,1 a
100 htz em uma temperatura de 37 °C e amplitude de deformacdo de 2%. Os
procedimentos foram calibrados através do software TRIOS® (TA Instruments, New
Castle, DE, EUA), utilizando a faixa de temperatura de 15-60°C com taxa de
aquecimento de 5°C/min, conduzidos a uma taxa de estresse/tensdo constante de
1%, para garantir que todas as formulacGes fossem testadas dentro de sua faixa
viscoelastica linear, e varredura de frequéncia de 0,1-20 Hz. Apés a configuracéo dos
parametros, amostras de cada formulacdo foram cuidadosamente posicionadas no
centro da placa inferior “peltier plate”, aplicou-se o “trim gap”, para remogao dos
excessos em torno na geometria, € em seguida “zero gap” para o inicio dos
experimentos. Os valores do médulo elastico ou de armazenamento (G’ em Pa),
viscoso ou de perda (G” em Pa), viscosidade dinamica (I’ em Pa.s) e tangente de

defasagem (8) foram obtidos ao longo do teste por meio do software.

4.10 AVALIACAO CLINICA DO GEL

O estudo primeiramente passou pela aprovacdo da comissdo de ética em
pesquisa da Universidade Estadual de Ponta Grossa, por meio do parecer n°
2.971.337 (Anexo A) e apos foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos
(ReBEC), sob 0 n° RBR-23CH2P. O estudo clinico foi realizado nas clinicas de
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Odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, durante o periodo de
fevereiro e marco de 2020.

Foram selecionados 56 voluntarios que procuraram atendimento nas clinicas
odontolégicas da Universidade e que se enquadraram nos critérios de inclusao e
exclusdo do estudo. Apés a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo B).

4.10.1 Critérios de Exclusao e Inclusao

Os pacientes incluidos neste estudo enquadraram nos seguintes requisitos:

e Idade maior de 18 anos;

e Boa saude bucal e geral,

e Possuia os dentes livres de leséo cariosa e de doenca periodontal

e Nao possuia protese;

e Nao possuia restauracdes nos dentes anteriores;

e Na&o realizou clareamento anterior;

e Coloracao dos caninos superiores fossem classificados como cor A2 ou de
maior valor, por comparacdo com a escala Vitapan Classical (Vita

Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha).

A avaliacao de cor através da escala Vitapan Classical foi realizada por dois
pesquisadores cegos e calibrados de forma independente, os quais apresentaram
concordancia de pelo menos 85% (Teste estatistico de Kappa) antes de iniciar a
avaliacdo do estudo.

Foram excluidos do estudo os pacientes que estivessem gravidas ou
amamentando, apresentassem retracdes gengivais, sensibilidade dental, tratamento
endodbntico nos dentes anteriores superiores, que apresentassem escurecimento
dental severo (manchas por tetraciclina, fluorose ou endodontia), utilizassem aparelho
ortodéntico fixo, apresentassem habitos de bruxismo, fossem fumantes e que
apresentem trincas visiveis nos dentes. Ainda foram excluidos os que apresentassem

alteracfes sistémicas, como patologias gastricas (gastrite, Ulceras, azia), cardiacas,
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renais, hepaticas, pacientes diabéticos e hipertensos ou que estiverem fazendo uso

continuo de algum medicamento, como analgésicos e anti-inflamatdérios.

4.10.2 Célculo Amostral

O desfecho priméario desse estudo foi de avaliar o risco absoluto de SD
decorrente do clareamento dental em consultério, o qual foi relatado em
aproximadamente 93% (VOCHIKOVSKI, et al., 2020; MARTINI, et al., 2019) para o
produto clareador Whiteness HP AutoMixx (FGM). Para detectar uma diferenca no
risco de SD sw 15% entre o grupo controle e o grupo experimental, foi necessario um

tamanho minimo de amostra de 56 pacientes, com um poder de 80% e alfa de 5%.

4.10.3 Randomizacéo e Cegamento

Os voluntarios foram randomizados em dois grupos, em um mesmo momento,
através de um programa de computador disponivel gratuitamente online no sitio
http://www.sealedenvelope.com. O processo de aleatorizacéo e ocultacéo da lista foi
realizado por um pesquisador que ndo estava envolvido na pesquisa. Apenas no
momento de iniciar o clareamento, o operador abriu 0 envelope selado que tinha a
definicdo do dessensibilizante que seria aplicado na hemiarcada direita identificado
pelas letras A ou B e obrigatoriamente o outro gel gel na hemiarcada esquerda. Dessa
forma, o estudo foi triplo cego no qual o avaliador, o0 paciente e o estatistico estavam

cegos em relacdo aos grupos que os voluntarios foram designados.

4.10.4 Técnica de Clareamento

Todos os voluntarios receberam profilaxia dentaria com pedra-pomes e agua
duas semanas antes dos procedimentos de clareamento, assinaram um termo de
consentimento e preencheram a ficha clinica (Anexo C).

Apés o afastamento das bochechas labios e lingua com o afastador, foi
realizada uma barreira de protecdo gengival com resina fotopolimerizavel Arcflex

(FGM), em seguida aplicado o gel dessensibilizador contendo NC-E em uma
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hemiarcada e o placebo em outra hemiarcada que permaneceu por 10 minutos,
posteriormente o gel foi aspirado com um sugador e aplicado o gel clareador
(Whiteness HP AutoMixx, FGM, Joinville, Brasil), exemplificado na Figura 10, na
superficie vestibular dos dentes de pré-molares a pré-molares das arcadas superior e
inferior, permanecendo durante 50 min, entéo foi aspirado com sugador descartavel e

os dentes limpos com gaze e lavados abundantemente com agua.

FIGURA 10 - Gel clareador Whiteness HP AutoMixx (FGM)

Fonte: MedicalexpO (2021)

4.10.5 Sensibilidade Dental

A SD pds-clareamento foi avaliada imediatamente apds o clareamento e até 1
h, 24 h e 48 h apos a realizacdo do clareamento dental, utilizando as escalas Diario
de sensibilidade (NRS) e escala visual analégica (VAS) para SD (MARTINI, E. C. et
al., 2019; REZENDE, M. et al., 2018). Foi solicitado que o paciente indique o valor
numeérico do grau de sua SD em cada periodo citado acima. Para isso, 0s pacientes
registraram a ocorréncia ou ndo de SD em um diario de sensibilidade, utilizando a
NRS de 5 pontos, com escores de 0 - 4, sendo: 0 = nenhuma, 1 = leve, 2 = moderada,
3 = consideravel e 4 = severa (Figura 11). Além disso, também foi utilizada a escala
VAS com escores de 0 a 10, sendo 0 = auséncia de sensibilidade e 10 = sensibilidade
severa. O paciente assinalou com uma linha vertical, cruzando a linha horizontal da
escala, o correspondente a intensidade da sua SD (Figura 12). Apdés foi realizada a

mensuracdo em mm com o auxilio de uma régua milimétrica (PAULA et al., 2013b).



FIGURA 11 - Diario de Sensibilidade (NRS)

Nome:

Grupo:

12 Sess3o de Clareamento — LADO DIREITO

0 NENHUMA

1LEVE

2 MODERADA

3 CONSIDERAVEL

4 SEVERA

Imediatamente
apos

1 hora apos

24 horas apds

48 horas apos

Nome:

Grupo:

12 Sessdo de Clareamento = LADO ESQUERDO

0 NENHUMA

1 LEVE

2 MODERADA

3 CONSIDERAVEL

4 SEVERA

Imediatamente
apos

1 hora apés

24 horas apos

48 horas apos

Fonte:

Adaptado de Siqueira (2014, p.42)
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FIGURA 12 - Escala visual analégica (VAS)

1* Sessao de Clareamento - LADO DIREITO

NOME:
GRUPO:
Marque com uma linha vertical no lugar que vocé considera o nivel de sensibilidade: Imediatamente apés

Horario do término do clareamento:

0 = Sem Dor 10 = Dor insuportavel

1° Sessao de Clareamento - LADO ESQUERDO

NOME:
GRUPO:
Marque com uma linha vertical no lugar que vocé considera o nivel de sensibilidade: Imediatamente apés

Horario do término do clareamento:

| |
| 1

0 = Sem Dor 10 = Dor insuportavel

Fonte: Siqueira (2014, p. 42)

4.10.6 Avaliacao da Cor
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A avaliacdo da cor foi registrada inicialmente, uma semana apoés a primeira e a

segunda sessao de clareamento dental e um més apods o tratamento clareador (Figura

13). A avaliacao da cor foi realizada subjetivamente com a escala de cor Vita Classical

(Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha) orientada por valor (Figura 13) e pela
escala de cor Vita Bleachedguide 3D-MASTER (Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen,

Alemanha) (Figura 14). Além disso, uma avaliacao objetiva da cor foi realizada com o

espectrofotometro Vita Easyshade (Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha)

(Figura 14).



FIGURA 13 - Tabela para avaliacdo de cor de acordo com a escala Vita e da escala Easyshade.

WVITA BLEACHEDGUIDE
D-11 E-21 D=-11 E-21

Periodos

Inicial

1 semana apos
1# sessdo

1 semana apos
2% se5530

1 Més apods

EASYSHADE
D-11
Cor | Variacio Master L C H a b

Periodos

Inicial

1 semana apos
1% sessdo

1 semana apos
2® sessao

1 Més apds

. EASYSHADE
Periodos E.21

Cor | Variagio | Master L C H a b

Inicial

1 semana apos
1* sessdo

1 semana apos
2® sesslo

1 Més apds

Fonte: Siqueira (2014)
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FIGURA 14 - Escala de cor, Vita Classical (Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha) (a), escala de

(@)

cor Vita Bleachedguide 3D-MASTER (Vita Zahnfabrik, Bad Séackingen, Alemanha) (b)

avaliacdo objetiva da cor foi realizada com o espectrofotébmetro Vita Easyshade (Vita
Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemanha) (c)

" 12 514 S16 S18 S20 S22 S24 $26 S28 S3g

S0

R-20 Bleaching
Shade guiae

Fonte: MedicalexpO (2021)
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4.10.7 Anélise Estatistica

A andlise estatistica seguiu o protocolo de intencdo de tratar, que envolve
todos os participantes que foram randomizados. Nos casos em que 0s dados estavam
faltando, a Ultima avaliacéo foi usada. Para a analise de risco absoluto de TS, ambos
0s grupos foram comparados usando o McNemartest (a = 0,05). Risco relativo e
intervalo de confianga para o tamanho do efeito foram calculados. A intensidade TS
foi analisada usando o Wilcoxon teste de classificacdo sinalizada (NRS) e teste t
pareado (VAS). Comparacdes entre tempos dentro de cada grupo foram realizados
usando o teste de frias (NRS) e analise de varianca unilateral seguido de pos teste de
Tukey (VAS).

O teste t pareado foi empregado para comparar as mudancas de cor entre 0s
grupos (ASGU e AEan, AEoo € WIip entre a linha de base e semanas pos-clareamento).
Em todos os testes estatisticos, o nivel de significancia foi de 5%. As analises foram
realizadas com o software Sigma Plot versdo 11.0 (Systat Software, San Jose, CA,
EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO DAS NANOCAPSULAS CONTENDO EUGENOL

As NC-E e as NC-C foram obtidas com exceléncia pelo método da deposicéo
interfacial do polimero pré-formado (nanoprecipitacdo). Todas as formulacdes
obtiveram um efeito de reflexo azulado, este efeito esta relacionado ao movimento
browniano das nanoparticulas poliméricas conhecido como “efeito Tyndall” conforme
relatado na literatura (CAMARGO et al., 2020; GOMES et al., 2019; SCHAFFAZICK
et al., 2003) (Figura 15). A concentracdo de 1,5 mg/mL foi escolhida por ser
comumente utilizada para 6leos essenciais (ALl et al., 2015).

FIGURA 15 - Nanossuspensao obtida pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado

Fonte: A autora

5.2 DETERMINACAO DO pH

A Tabela 4 mostra os valores adquiridos para o pH das nanossuspensdes no

momento em que foram formuladas.
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TABELA 4 - Valores de pH obtidos logo apés o preparo das nanossuspensoes

Formulacdes Média DP*
NC-E 5,40 0,09
NC-C 5,60 0,15

Fonte: Elaborado pela autora
DP* = Desvio padréo (n = 3)

Observando os valores obtidos para a determinacao de pH, as formulacbes
de NC-C apresentaram-se em conformidade com outras suspensdes de nanocapsulas
de Eudragit RS100 ja citadas anteriormente na literatura e mantendo o carater acido
esperado por conta da estrutura quimica do polimero utilizado que possui grupos
ésteres (PATRA et al., 2017; SCHAFFAZICK et al., 2006).

5.3 ANALISE MORFOLOGICA E DE SUPERFICIE

5.3.1 Determinacg&do do Diametro Médio, indice de Polidispers&o e Potencial Zeta Logo
Apoés a Formulagéo

Os resultados de diametro médio, indice de polidispersidade e potencial zeta

para as NC-C e NC-E, estdo apresentados na Tabela 5.

TABELA 5 - Valores obtidos de didmetro médio, indice de polidispersao e potencial zeta para as NC-C

e NC-E
Formulacdes Diametro média indice de Potencial Zeta
(nm) polidispersao (mV)
Média DP* Média DP* Média DP*
NC-E 121,80 4,81 0,25 0,02 25,89 2,84
NC-C 122,95 0,64 0,19 0,03 20,25 6,61

Fonte: A autora
Nota: DP* = Desvio padrdo (n = 3)

Em todas as formulac@es foi possivel encontrar diametro médio entre 121,80
(NC-E) e 122,95 (NC-C), estes valores condizem com a literatura, para Schaffazick et
al. (2006) e Dalcin, Ourigue e Gomes (2017), as nanoparticulas poliméricas
geralmente apresentam diametro entre 100 e 300 nm e isso deve-se a fatores
determinantes como a formulacédo, método de preparo e, no caso de nanocépsulas, a
natureza do Oleo utilizado no ndcleo, assim como, o polimero e a presenca do

farmaco.
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Outros fatores também podem influenciar diretamente o diametro de
particulas em sistemas nanoestruturados, como a natureza do 6leo para a formacao
de nanocépsulas, influenciando algumas caracteristicas das substancias utilizadas,
como viscosidade, hidrofobicidade e tensdo superficial e também a presenca do
farmaco na fase orgéanica antes da fase de precipitagdo do polimero no meio aquoso,
pois este influencia o processo de nucleacgéo resultando em particulas de diametro
maior com grande distribuicdo de tamanho (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Valores de indice de polidispersdo préximos a 0 sdo considerados
monodispersos e proximos ou maiores a 0,5 indicam uma dispersdo heterogénea
(MARKWALTER et al.,, 2019; SCHAFFAZICK et al.,, 2003). As nanossuspensoes
apresentaram valores entre 0,19 e 0,25, demonstrando pequena variacdo, indicando
gue os valores foram adequados. Valores semelhantes foram encontrados por Adibkia
et al. (2011) em analise de estabilidade de NCPs de Eudragit RS100 contendo
naproxeno obteve valores de 0,12 a 0,29.

A analise de potencial zeta permite identificar as cargas elétricas que se
encontram na superficie das nanoparticulas, sdo consideradas estaveis quando o
valor do potencial zeta for proximo a 30 mV (BHATIA, 2016). Podemos observar que
as formulacdes apresentaram os valores do potencial zeta positivo que variaram 20,25
(NC-C) a 25,89 mV (NC-E). As nanoparticulas mostraram valores positivos, devido a
carga positiva dos grupamentos amoénio quartenarios do polimero (Eudragit® RS100)
gue € um polimero de natureza catidnica (ADIBKIA et al., 2011; CHAVES et al., 2017;
DOMINGUES et al., 2008).

5.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo

A analise morfolégica das particulas foi realizada por meio de microscopia
eletrbnica de varredura com emissdo de campo (FEG-SEM), as fotomicrografias
obtidas para NC-C e NC-E liofilizadas com lactose 1% estdo apresentadas na Figura
16 (a e b respectivamente). As imagens confirmaram a formacao de nanocapsulas
através da metodologia de nanoprecipitagcdo bem como as dimensfes nanométricas
das formulacbes em estudo. As formulacfes apresentaram em sua maioria particulas

com formato esférico, superficie lisa e sem a presenca de poros.
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FIGURA 16 - Fotomicrografias das nanocapsulas poliméricas liofilizadas NC-C (a) e NC- E (b) por FEG-
SEM, aumento de 5.000 a 32.800 Kx

SEMHV: 10.0kV = WD: 15.02 mm | Lhiit | MIRA3 TESCAN
SEM MAG: 14.8 kx Det: SE 2 pm
View field: 14.0 ym Date(m/d/y): 11/13/19 Performance In nanospace

SEM HV: 10.0 kV WD: 15.02 mm I [ I MIRA3 TESCAN

SEM MAG: 257 kx | Det: SE 2 pm
View field: 8.08 ym Date(m/dly): 11/13/19 Performance In nanospace

Fonte: A autora
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5.4 ANALISE ESTRUTURAL

5.4.1 Avaliagéo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Esta andlise é de grande importancia, pois permite a identificacdo estrutural
de substancias organicas através da deteccao de suas ligacdes e grupos funcionais
além de demonstrar possiveis interacdes moleculares entre os farmacos e 0s
polimeros na nanoencapsulacdo quando comparado com 0S cOmpostos puros
(LOPES; FASCIO, 2004).

A Figura 17 mostra o espectro do FTIR do eugenol puro, do polimero puro, da
lactose monohidratada e das formula¢des de nanocapsulas. Em relacéo ao Eugenol
puro, foi possivel observar bandas de estiramento do grupo OH em 3515 cmt, C-H do
grupo CHsz em 2968 cm e também bandas de vibracdes de estiramento de C=C em
1607 cm 1, do grupo CH> em 1439 cm™ e da ligagdo C-O em 1269 e 1032 cm™. Para
o polimero foi possivel notar a banda de vibracdo de estiramento C=0 da carbonila
em 1741 cm, sendo o mesmo sinal encontrado nos FTIR das formulagdes. Em
relacéo a lactose, foi possivel observar bandas de vibracdes de estiramento do grupo
OH em 3322 cm™ e do grupo CHs em 2980, 2943 e 2879 cm™.

Nos espectros de FTIR das NC-C e NC-E houve uma sobreposicdo dos
espectros da lactose e do polimero sendo possivel notar que em ambos ndo houve

nenhum sinal do farmaco, indicando a sua encapsulacéo.
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FIGURA 17 - Espectros de FTIR do eugenol puro, do polimero Eudragit RS100, da lactose e das NC-
C e NC-E. (2 cm?, 64 scans, pastilha com KBr)
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Fonte: A autora

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que as bandas caracteristicas
do farmaco desapareceram nos espectros do FTIR relacionados a NC-C e NC-E
indicando que ndo houve interacdo fisico-quimica entre os componentes da
formulacdo. Assim, esses resultados indicam que o eugenol pode ser completamente

encapsulado e o polimero esta servindo apenas como carreador.

5.4.2 Analise Térmica

A TG é uma técnica utilizada para medir a variacdo de massa (ganho ou
perda) de determinado composto em funcédo da temperatura possibilitando observar
mudanc¢as em seu comportamento como desidratagdo, oxidacao, decomposi¢ao entre
outros (OLIVEIRA; YOSHIDA; GOMES, 2011).

A curva de TG obtida para a lactose utilizada como agente crioprotetor esta
representada na Figura 18. A lactose apresentou trés eventos, o primeiro estagio de
degradacdo térmica em 150 °C relacionado a perda de agua de cristalizacdo

caracteristico da perda de 4gua, ja que a mesma é mono-hidratada, e o segundo e
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terceiro estdgio de perda de massa relacionado ao seu processo de degradacdo que
comecou em 230 até 325 °C, respectivamente.

FIGURA 18 - Curva de TG para a lactose
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Fonte: A autora

A curva de TG para o polimero eudragit RS 100 apresentou dois eventos de
perda de massa, o primeiro em 350 °C e o segundo em 410 °C, perdendo

completamente sua massa em 650 °C, conforme a Figura 19.
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FIGURA 19 - Curva de TG para Eudragit RS 100
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Fonte: A autora

A curva de TG representada para as NC-C e NC-E (Figura 20) demonstraram
semelhanca independentemente da presenca do farmaco ou ndo, com isso foi
verificado a existéncia de trés eventos de degradacédo nas amostras, sendo o primeiro
idéntico ao da degradacao da agua na lactose em 320 °C e o segundo e o terceiro
evento tipico da degradacéo do polimero eudragit em 350 °C e 410 °C. Também foi
possivel observar que a nanoencapsulacdo do farmaco melhorou sua estabilidade
térmica, ja a quantidade de massa degradada ao final foi superior a apresentada no

polimero.
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FIGURA 20 - Curvas de TG para NC-C e NC-E
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5.4.3 Avaliacao da Eficiéncia de Encapsulacdo

5.4.3.1 Desenvolvimento e validagdo do método analitico para quantificacdo do
eugenol

Para o desenvolvimento do método analitico levamos em conta informacdes
contidas em trabalhos ja citados na literatura, porém estes utilizavam de matrizes mais
complexas como sangue e urina (SHEN et al., 2015; MELLES et al., 2013). Por esse
motivo uma corrida em gradiente exploratorio foi feita para a determinacdo das
condicBes cromatograficas a serem utilizadas, representadas na Tabela 6. A Figura
21 demonstra o cromatograma do método desenvolvido, onde foi possivel verificar
gue o eugenol saiu em até 0,72 minuto, considerado 6timo tempo para analise de

rotina.
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TABELA 6 - Parametros utilizados para os cromatogramas

CARACTERISTICA DESCRICAO
Fluxo 0,3mL/min
Coluna Acquity BEH HSS T3
C18 (1,7 ym, 2,1 x 50 mm)
Temperatura 25°C
Fase movel Acetonitrila e agua acidificada com 1%
de &cido férmico PA (80:20, v/v)

Volume de injecdo 5 pL/min
Tempo de analise 2 min

Fonte: A autora

FIGURA 21 - Cromatograma do eugenol
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Fonte: A autora

O equipamento UHPLC-MS/MS é considerado seletivo para as substancias
analisadas, sendo necessario realizar a fragmentacdo do eugenol. A partir dessa
fragmentacao foi possivel identificar dois ions majoritarios, um qualitativo de m/z =
124 e outro quantitativo de m/z = 137 pois apresentou maior area sob a curva, portanto
maior concentracdo em relacdo ao primeiro ion. A Figura 22 é a representacdao dos

fragmentos do eugenol.
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FIGURA 22 - Fragmentos do eugenol
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De acordo com a Anvisa (2017), linearidade de um método deve ser
demonstrada por meio da capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra. Para isso o teste foi
realizado em cinco concentracfes diferentes do analito e em triplicata, a curva

analitica esté representada na Figura 23.
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FIGURA 23 - Representacao gréafica da curva analitica padrédo para a determinacao do eugenol obtida
por UHPLC na faixa de concentracéo de 2,4 a 240 ug.mL? (n = 3)
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Fonte: A autora

Por meio da analise de regressdo linear, foram obtidos os valores de

coeficiente angular (inclinacéo da reta), coeficiente linear (intercepto com o eixo y) e

coeficiente de correlacéo (r), sendo este ultimo o valor responsavel por evidenciar a

gualidade da regresséao linear obtida, pois quanto mais proximo de

1 menor é a dispersdo entre 0s pontos e maior a seguranca dos resultados (BRASIL,
2017; RIBANI et al., 2004). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 7 para

serem mais bem observados.

TABELA 7 - Dados obtidos através da regressao linear

PARAMETROS

RESULTADOS

Faixa de trabalho

2,4 a 240 pg/mL

Equacdo dareta (y=ax + b)

y =55,142x + 720

Inclinacéo da reta (a) 55,142
Intercepto com eixo y (b) 720

Coeficiente de determinacdo (r?) 0,9966

Coeficiente de correlacédo Pearson (r) 0,9934

Fonte: A autora
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O limite de deteccéo (LD) representa a menor concentragdo da substancia a
ser analisada pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, ja o limite
de quantificacdo (LQ) representa a menor concentragéo da substancia em exame que
pode ser medida, utilizando um determinado procedimento experimental, os valores
de LD e LQ podem ser calculados de trés maneiras diferentes: método visual, método
relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI et al.,
2004). Os valores de LD e LQ do nosso método analitico foram determinados
experimentalmente sendo estabelecidos como LD =48 ng/mL e LQ = 480 ng/mL.

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, conforme descrito no método
analitico a ser validado. A precisdo compreende a repetibilidade que mostra a
concordéncia entre os resultados encontrados de uma mesma amostra executado nas
mesmas condi¢cbes, em um breve intervalo de tempo e a precisdo intermediaria que
mostra o efeito das variacdes, dentro de um mesmo laboratorio, considerando dias
diferentes de execucdo do método e analistas ou até mesmo equipamentos (BRASIL,
2017; RIBANI et al., 2004).0s valores de CV obtidos foram inferiores a 5,0%, e a
analise estatistica (p < 0,05) mostrou que os resultados ndo possuem diferenca

significativa, indicando, portanto, que o método foi considerado preciso, Tabela 8.

TABELA 8 - Valores experimentais obtidos dos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria

PARAMETROS CONCENTRACAO CV* (%)
(Mg/mL)

Repetibilidade n =5 12,8 3,07
48 3,38
192 2,71
Precisao intermediaria 12,8 3,89
n=9 48 3,83
192 4,69

Fonte: A autora
Nota: *CV = Coeficiente de variacdo

A exatiddo representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro. O parametro foi avaliado usando um método de recuperacdo e mostrou

valores de porcentagem de recuperacédo entre 97,95 e 98,89% para os trés niveis de
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concentracdo avaliados, o que caracteriza 0 método como exato (BRASIL, 2017).
Resultados descritos na Tabela 9.

TABELA 9 - Valores experimentais obtidos no ensaio de exatiddo

Concentragdao tedrica do eugenol CV (%) Recuperacéo (%)
(ug.ml-1)*
12,8 3,07 97,95
48 3,38 98,53
192 2,71 98,89

Fonte: A autora
Nota: *n=9

A robustez é um parémetro tipicamente realizado no desenvolvimento do
meétodo analitico que indica a sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas
variagbes das condicbes analiticas (BRASIL, 2017). Para isso, a avaliacdo da
robustez do método analitico foi baseado nos valores de CV obtidos a partir da
alteracao dos parametros de analise, tais como a temperatura da coluna analitica (25
°C), o fluxo isocratico (0,33 mL/min), e composi¢cao da fase movel (acetonitrila: agua
acidificada 82:18 v/v). Com relacdo a esses valores, os valores de CV% foram
inferiores a 5%, 0 que caracteriza 0 método como robusto para todos os parametros

analisados conforme resumido na Tabela 10.
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TABELA 10 - Parametros analisados

PARAMETROS CVv
Temperatura (25 °C) 3,41
Fluxo (0,33 mL/min) 3,06

Fase moével (acetonitrila: agua 4,62

acidificada 82:18)

Fonte: A autora

5.4.3.2 Eficiéncia de encapsulagéo

A EE (%) foi realizada a partir do método de UPLC-MS/MS desenvolvido,
devidamente validado apresentando resultado de 93,6% de encapsulagéo, valor
condizente com Contri et al. (2013) que verificaram em seu trabalho encapsulamento
maior que 80%.

5.5 ANALISE DE ESTABILIDADE

5.5.1 Determinac&o do pH, Diametro Médio, indice de Polidispersdo e Potencial Zeta
nos Tempos: 0, 30, 60 e 90 Dias

De acordo com Schaffazick et al. (2003), as suspensdes coloidais
normalmente ndo possuem tendéncia a separacéo de fases até alguns meses apos a
preparacao, pois o processo de sedimentacdo € lento para particulas manométricas,
sendo minimizado pelo movimento browniano. No entanto, com o tempo, pode ocorrer
a aglomeracéo das particulas e, consequentemente, a sedimentacdo. E necessario
enfatizar que o estudo da estabilidade € relevante para confirmar a importancia de se
armazenar a formulacdo adequadamente, ja que qualquer alteracdo pode acelerar esse
processo e com isso diminuir a estabilidade do polimero, do farmaco ou qualquer outra
matéria-prima e, consequentemente, liberar o farmaco antecipadamente. Por esse
motivo fez-se necessario a avaliacao da estabilidade fisico-quimica das NC-C e NC-E
armazenadas em geladeira com temperatura de 4 °C pelo periodo de 90 dias.

A Figura 24 mostra que houve uma alterac&do nos valores de pH referente a
90 dias apos a preparacado da formulacéo, isso deve-se provavelmente a hidrélise dos
triglicerideos de cadeia média que compdem o nucleo ou do tensoativo que séo
desprendidos da fase oleosa quando ocorre agregacgéo do polimero (MELO NUNES et
al., 2010).
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FIGURA 24 - Valores de pH nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA 1 via com pés-teste de Tukey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Em relacdo ao diametro de particula, pode-se observar na Figura 25 que néo
houve diferenca significativa para nenhum momento, indicando que as NC-C e as NC-
E ndo sdo modificadas ao longo do tempo, sugerindo assim, que nao houve
coalescéncia e nem degeneracao das amostras (SCHAFFAZICK et al., 2006; DALCIN;
OURIQUE; GOMES, 2017). A distribuicdo de tamanho e os diametros meédios das
particulas resultam em particulas em torno de 130-200 nm e baixo indice de
polidispersividade, o que demonstra a boa homogeneidade dos sistemas (DALCIN;
OURIQUE; GOMES, 2017).
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FIGURA 25 - Valores de tamanho nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA 1 via com poés-teste de Tukey, seguido de teste t de Student, com

significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Com relagcéo a Figura 26 para os valores de IPD, apesar de demonstrarem
um pequeno aumento no tempo de 90 dias para as NC-E o mesmo ndo mostrou
diferenca significativa em relacdo aos demais tempos, os valores obtidos foram se
mantiveram abaixo de 0,5 demonstrando que as amostras permanecem em uma
distribuicdo unimodal de seus diametros médios, indicando que ao longo do tempo,
as amostras continuaram dispersas sem ocorrer agregacdo ou floculacéo
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MARKWALTER et al., 2019).



73

FIGURA 26 - Valores de IPD nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias
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Nota: Teste estatistico ANOVA 1 via com pdés-teste de Tukey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

Em relacdo a Figura 27 o potencial zeta das amostras sofreram mudancas
significativas apo6s 90 dias de armazenamento. Essa mudanca pode ser pela
degradacao do polimero ap0s esse tempo, que comeca a expor 0S grupos cationicos
da sua estrutura e pela sua carga positiva, acaba alterando o valor do potencial zeta
das formulacdes (MELO NUNES et al., 2010).
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FIGURA 27 - Valores de potencial zeta nos tempos 0, 30, 60 e 90 dias
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Fonte: A autora
Nota: Teste estatistico ANOVA 1 via com poés-teste de Tukey, seguido de teste t de Student, com
significancia de * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001

5.6 CARACTERIZACAO DO GEL CONTENDO NANOCAPSULAS POLIMERICAS DE
EUGENOL

A avaliacdo da estabilidade do gel base e do gel contendo NC-E submetidas
a diferentes temperaturas, conforme descrito no item 6.1 e monitoradas durante um
periodo de 90 dias quanto aos parametros de caracteristicas organolépticas, perda de
peso e pH, tomando-se como referéncia os valores obtidos no tempo 0, cujos

resultados estdo apresentados nas Tabelas de 12 a 14.

Parametros utilizados no tempo O:
e Aspecto gel base — transparente
e Aspecto gel de NC-E — leitoso
e Cor gel base — transparente
e Cor gel de NC-E — branco leitoso
e Odor gel base — sem odor

e Odor gel de NC-E — caracteristico



e Sabor gel base — sem sabor

e Sabor gel de NC-E — caracteristico
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, os géis nao

sofreram qualquer alteracdo entre si em relagdo ao tempo e ao local de

armazenamento.

TABELA 11 - Resultados obtidos das caracteristicas organoléticas do gel base e do gel de NC-E
acondicionados em diferentes temperaturas

AMBIENTE
Parametro Gel base Gel de NC-E
Aspecto Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Cor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Odor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Sabor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
ESTUFA
Parametro Gel base Gel de NC-E
Aspecto Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Cor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Odor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Sabor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
GELADEIRA
Parametro Gel base Gel de NC-E
Aspecto Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Cor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Odor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao
Sabor Normal sem alteracéo Normal sem alteracao

Fonte: A autora

5.6.1 Aspectos Fisico-Quimicos

5.6.1.1 Determinacédo da perda de peso

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, os géis que foram

armazenados na estufa apresentaram maior perda de peso em relacdo aos

armazenados em temperatura ambiente e na geladeira, sugerindo que o melhor

método de conservacgédo seria em temperaturas que néo ultrapassassem 37 °C.
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TABELA 12 - Valores de perda de peso do gel base e NC-E em diferentes lugares de armazenamento

AMBIENTE
Tempo em dias % de peso
final
Amostra (g) 0 30 60 90
Gel base 15 14,78 14,59 | 14,56 97,06
Gel de NC-E 15 14,9 14,50 | 14,47 96,46
ESTUFA
Tempo em dias % de peso
final
Amostra (g) 0 30 60 90
Gel base 15 14,76 13,76 | 13,74 91,60
Gel de NC-E 15 14,39 13,70 | 13,70 91,33
GELADEIRA
Tempo em dias % de peso
final
Amostra (g) 0 30 60 90
Gel base 15 14,80 14,61 | 14,60 97,33
Gel de NC-E 15 14,92 14,86 | 14,80 98,66

Fonte: A autora

5.6.1.2 Determinacéo dos valores de pH

De acordo com os valores de pH apresentados na Tabela 13, néo

apresentaram diferenca em relagcdo ao tempo nem ao local de armazenamento, 0s

géis continuaram apresentando valores muito préximos aos valores iniciais da analise.
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TABELA 13 - Valores de pH do gel base e do gel de NC-E em diferentes lugares de armazenamento

AMBIENTE

Tempo em dias Média
Amostra 0 30 60 90
Gel base 6,8 6,7 6,8 6,8 6,77
Gel de NC-E 6,7 6,6 6,7 6,6 6,65

ESTUFA

Tempo em dias Média
Amostra 0 30 60 90
Gel base 6,8 6,8 6,9 6,8 6,82
Gel de NC-E 6,7 6,7 6,6 6,7 6,67

GELADEIRA

Tempo em dias Média
Amostra 0 30 60 90
Gel base 6,8 6,7 6,7 6,8 6,75
Gel de NC-E 6,7 6,6 6,7 6,7 6,67

Fonte: A autora

5.6.2 Analise Reoldgica

A Figura 28 representa os graficos da analise reologica do gel contendo

nanocapsulas sem farmaco (NC-C) imediatamente ap0s o preparo e mensalmente até

90 dias de armazenamento. Foi possivel observar que em toda a analise as curvas

G” sao superiores a G’ 0 que significa que ha predominio dos efeitos viscosos em

relacdo ao elastico, ou seja, apresenta o comportamento de um liquido. Com o

aumento da velocidade angular ha um cruzamento das curvas de G’ e G” até 60 dias

de armazenamento, ocorrendo, entdo, uma inversao da predominancia de G” para G’

indicando que ocorreu aumento das forcas elasticas em relacdo as viscosas. Em

relacéo a analise de 90 dias ndo h& esse cruzamento e ocorre um rompimento e uma

perda de estrutura do modo elastico provavelmente por perda das forcas das ligacdes

poliméricas que formam o gel e acabam o deixando mais fluido (SHAO et al., 2012).
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FIGURA 28 — Analise reoldgica do gel contendo as nanocapsulas sem farmaco (NC-C) ap0s o preparo
(a), apos 30 dias (b), apds 60 dias (c) e apds 90 dias de armazenamento (d)
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Fonte: A autora

Para os graficos (Figura 29) do gel contendo as nanocapsulas contendo
Eugenol (NC-E) foi possivel notar que no tempo 0 e 30 dias apds o preparo, ambos
obtiveram o mesmo comportamento do gel contendo NC-C em relacdo ao predominio
de G” > G’ e o cruzamento das curvas com o aumento da frequéncia angular. Em 60
dias e 90 dias ndo ha cruzamento das curvas e com o aumento da velocidade ha uma

perda da propriedade elastica por conta do declinio brusco ao final da curva (SHAO

et al., 2012).
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FIGURA 29 — Andlise reolégica do gel contendo as nanocapsulas contendo Eugenol (NC-E) apds o
preparo (a), apos 30 dias (b), apds 60 dias (c) e apos 90 dias de armazenamento (d)
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Fonte: A autora

Em relacdo ao gel comercial (Figura 30) as curvas de G’ e G” mostraram-se
paralelas e G’ ficou acima de G”, indicando que o fator elastico sobrepds o fator
viscoso e durante todo o arranjo de frequéncia ndo houve alteracdo dos mesmos,
comprovando assim que o gel comercial utilizado na clinica possui regido viscoelastica
préximo ao linear e praticamente ndo ha perda por degradacédo, mantendo-se o0 mais

ideal que os géis amostras (SHAO et al., 2012).
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FIGURA 30 — Andlise reoldgica do gel comercial utilizado na clinica
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Fonte: A autora

As Figuras 31 e 32 comparam as curvas de viscosidade dos geéis comercial
com o gel contendo NC-C e o gel contendo NC-E, respectivamente. Em relacdo a
Figura 31 foi possivel observar que ocorreu uma perda da viscosidade do gel
comercial e das amostras (que possuem viscosidade bem abaixo do comercial) com
relacéo a frequéncia, porém a perda de viscosidade das amostras ocorre de maneira
mais sutil quando comparada com o comercial e também foi possivel observar que
com o passar do tempo de armazenamento, as amostras ficaram mais fluidas. O
mesmo ocorreu para as amostras de gel contendo NC-E (Figura 32), porém com a
diferenca de que essas amostras possuiram uma maior perda de viscosidade com o
tempo e isso foi observado no grafico, jA que as curvas aparecem mais separadas

entre si guando comparado com o gel controle sem farmaco (SHAO et al., 2012).
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FIGURA 31 — Analise reolégica do gel comercial e gel contendo as nanocapsulas sem farmaco (NC-C)
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FIGURA 32 — Analise reolégica do gel comercial e gel contendo as nanocapsulas contendo Eugenol
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Fonte: A autora

A partir dessas analises ficou claro que o gel contendo NC-E possui uma
menor viscosidade do que o gel controle quando submetido a altas frequéncias de
rotacdo ja que o mesmo perde viscosidade e com isso, 0 mesmo se mantém estavel

até 30 dias apos o preparo de desenvolvimento (SHAO et al., 2012).

5.7 AVALIACAO CLINICA DO GEL

5.7.1 Caracteristicas dos Participantes Incluidos

Foram selecionados 56 participantes de acordo com os critérios de
elegibilidade (Figura 33). Setenta e sete porcento dos participantes eram mulheres e
a idade dos pacientes variou de 18 a 39 anos, com média de idade de 22,4 + 4,0 anos.
A cor da linha de base dos pacientes com SGU (Vita Classical) foi de 10,1 + 2,3 para

o grupo eugenol e 10,3 + 2,5 para o grupo placebo.
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FIGURA 33 — Diagrama do fluxo do ensaio clinico, incluindo informacdes detalhadas sobre os pacientes
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Fonte: A autora

5.7.2 Adesao ao Protocolo e Abandono

Cinco pacientes interromperam a intervencao nesta investigacao clinica apos
a primeira sessdo de clareamento por motivos pessoais. Todos 0s participantes
compareceram as Vvisitas de recall duas semanas ap0s o clareamento, com excecao
dos cinco participantes que desistiram do estudo. A Figura 33 mostra o fluxograma

dos patrticipantes nas diferentes fases do desenho do estudo.

5.7.3 Sensibilidade Dental

Em relacao ao risco absoluto de SD, néo foi observada diferenca significativa
entre 0s grupos, conforme pode ser visto na Tabela 14 (p = 0,51). O risco relativo,
juntamente com o intervalo de confianca de 95% (0,94 [IC 95%] 0,78 - 1,12), também

€ evidéncia de que o uso do eugenol topico ndo teve efeito na reducdo da SD. Os
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dados de sensibilidade dental nas duas escalas de dor foram estatisticamente
semelhantes (p> 0,05; Tabelas 15 e 16).

TABELA 14 — Comparacao do numero de pacientes que apresentaram ou nao sensibilidade entre os
grupos

Sensibilidade dentéria (n de participantes)

Tratamento  Sim Nao Risco Absoluto Risco Relativo

(95% CI) (95% CI)
Eugenol 44 12 78 (66-87) 0.94 (0,78-1,12)
Placebo 47 9 84(72-87)

Fonte: A autora
*Nota: Mc Nemar test (p=0,51)
Abreviacdes: IC Intervalo de confianga

TABELA 15 — Médias dos valores de sensibilidade dental em diferentes tempos usando a escala NRS

Tempos de Eugenol? Placebo Valor de pb
avaliacao
Durante o 0(0-1)A 0(0-1)A 0,43
clareamento
Apos 1 hora 1(0,5-2)B 1(0-2)B 0,56
ApOs 24 horas 1(0-2) B 1(0-2)A, B 0,33
ApoOs 48 horas 0 (0-0) C 0 (0-0,5) C 0,85

a Teste de Friedman
b Teste de Wilcoxon pareado

TABELA 16 — Médias e desvio padrdo da intensidade de DS em diferentes pontos de avalia¢cdo usando

a escala VAS

Tempos de Eugenol? Placebo? Valor de Diferencade
avaliacao pb medias
(95%CI)
Durante o 0,8+-1,6B 1,1+-19b 0,25 -0,3(-0,96 a
clareamento 0,36)
Apé6s 1 hora 2,4 +-2,9A 2,4 +-2,7 a 0,94 0,0 (-1,05a
1,05)
ApOs 24 horas 2,1 +2,6A 2,1+-2,6 a 0,54 0,0 (0,97 a
0,97)
ApOs 48 horas 0,3+-0,6C 0,3+-0,6 c 0,83 0,0 (0,22 a
0,22)

a8 ANOVA uma via seguido de poés-teste de Tukey
b Teste t pareado
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5.7.4 Avaliagéo de Cor

Utilizando o espectrofotometro easyshade no final do protocolo de
clareamento, foi detectado aproximadamente 5 unidades de cor para ambos 0s grupos
e 0 AE e AE 2000 variaram em aproximadamente 11 e 7 unidades respectivamente
(Tabela 18), indicando a eficacia do clareamento. Os resultados das analises por meio
das escalas (Vita Classica: p = 0,35; Vita Bleachedguide: p = 0,17) e do
espectrofotometro AE (p = 0,70) e AE 2000 (p = 0,69) confirmam a hip6tese de
equivaléncia de cores entre os grupos analisados. O tamanho do efeito e o intervalo
de confianca para a diferenca média geral também séo evidéncias de que ndo ha

diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 17).

TABELA 17 — Médias e desvio padrdo de ASGU obtidos com VitaPan Classical, Vita Bleachedguide,
AE, AEOO e WId entre a linha de base e 2 semanas apés o clareamento junto com o valor p e a diferenca
média (IC 95%)

Ferramenta de Eugenol? Placebo® Valorde Diferencade
avaliacao de cor pb medias
(95%Cl)
Vita Classical 4,6+-4,0 4,9+-4,0 0,35 -0,3(-1,80 a
1,20)
Vita Bleached 4,9+-5,0 5,1+-5,0 0,17 -0,2(-2,07 a
1,67)
AEab 11,6+-4,3 11,4+-4.,4 0,70 -0,2(1,43 a
1,83)
AEoo 7,3+-2,4 7,4+-2.4 0,69 -0,1(1,00 a
0,80)
wid 32,2+-6,6  32,4+-6,8 0,82 -0,2(2,71 a
2,31)

a Teste t pareado

5.7.5 Efeitos Adversos

Nenhum paciente relatou alergia ou quaisquer efeitos adversos além da
sensibilidade dentaria, apds a aplicacéo tépica de eugenol. Cinco pacientes fizeram
uso de analgésicos ou anti-inflamatérios para alivio da dor. Trés tomaram
paracetamol, um dos quais também tomou dipirona e dois pacientes tomaram

ibuprofeno. Destes cinco pacientes, todos, exceto um, sentiram SD em ambos 0s
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grupos. Apenas um participante sentiu apenas a sensibilidade na hemiarcada que o
gel placebo foi aplicado.

Nenhum paciente relatou sensibilidade gengival durante e apés as duas
sessoes de clareamento.

A partir dos resultados obtidos concluiu-se que a administragdo do gel
dessensibilizante de NC-E a 1% antes do clareamento dental em consultério ndo
reduziu o risco ou intensidade de SD induzida por clareamento dental e ndo interferiu

na cor do clareamento dental.
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6 CONCLUSOES

No presente trabalho, NC-E, foram obtidos com sucesso pelo método da
deposicao interfacial do polimero pré-formado.

As analises de diametro médio, IPD e potencial zeta demostraram que as NC-
C e as NC-E apresentaram diametro dentro dos padroes de sistemas
nanoestruturados, monodispersos e estaveis.

A andlise morfolégica e de superficie FEG -SEM demonstrou que NC-C e NC-
E apresentaram um formato esférico com superficie lisa e regular.

A analise estrutural por FTIR confirmou que ndo houve reacdo quimica que
mudasse a estrutura quimica do farmaco ou polimero, indicando que ambos néo
interagem significativamente. A analise térmica por TG também indicou que n&o ha
interacdo térmica entre ambos e que a nanoencapsulacdo melhorou a estabilidade
térmica do farmaco.

Os ensaios para verificar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas
mostraram que todas as formulagcdes se mantiveram estaveis até o periodo de 60 dias,
portanto, permanecem resultando em valores confiaveis nesse tempo.

O meétodo desenvolvido por UHPLC foi, linear, preciso, exato e robusto para
uma rapida determinacdo do farmaco e pode ser utilizado para estudos da
estabilidade e quantificacdo do eugenol. A formulacdo apresentou alta eficiéncia de
encapsulacdo e o método analitico empregado mostrou-se capaz de quantificar o
eugenol nanoencapsulado no sistema polimérico desenvolvido, fornecendo resultados
confiaveis.

As analises reoldgicas demonstraram que o gel contendo NC-E possui uma
menor estabilidade do que o gel controle quando submetido a altas frequéncias de
rotacdo e 0 mesmo se mantém estavel até 30 dias apdés o preparo de
desenvolvimento.

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo clinica conclui-se que a
administracdo do gel dessensibilizante de nanocapsulas de eugenol a 1% antes do
clareamento dental em consultorio ndo reduziu o risco ou intensidade de SD induzida

por clareamento dental e ndo interferiu na cor do clareamento dental.
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com um placebo, no risco absoluto e intensidade

da sensibilidade dental pos-operatoria decomrente da realizag3o da teécnica de clareamenie dental de
consulterio, através das escalas visual

analogica (VAS 0-10) e memerica (NRS 0-4).

Objetvo Secundano:
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durante todo o periodo de experimentacao clinica

sera realzado pelos pesquisadores responsaveis. O efeito esperade da utilizagde do dessensibiizante
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dessensiblizante (sugenad 1%) reduza ou previna a sensiblidade pis-operatoria decoments da realizagio
da técnica de clarsaments dental de
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A pesquisa “Efeito da aplicagao pré-operatéria de eugenol na reducdo da
sensibilidade dental decorrente do clareamento dental em consultério: estudo clinico
randomizado, triplo cego, placebo-controlado, boca-dividida”, tem como objetivo
verificar a eficacia do eugenol 1%, na prevencdo da sensibilidade dental causada
pelo clareamento em consultorio.

A resposta da pesquisa pode trazer beneficio clinico, pois se espera que a
administracao topica do eugenol reduza ou previna a sensibilidade gerada durante
o clareamento dental, decorrente da realizagdo da técnica em consultorio.

Esta pesquisa clinica sera realizada nas clinicas odontologicas da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, pelos pesquisadores Dra. Marcia Fernanda
de Rezende Siqueira e a mestranda Renata Maria Terra, sob orientacdo do
professor Dr. Alessandro Dourado Loguercio. Para a execucao da pesquisa seréao
necessarios 80 voluntarios que atendam aos critérios de selecédo e concordem em
participar de livre e espontanea vontade.

O clareamento dental sera realizado nas clinicas odontolégicas da UEPG,
onde o cirurgido-dentista aplicara o produto clareador sobre os dentes do voluntario.
Sera utilizado um gel clareador contendo peroxido de hidrogénio 35% (HP Maxx,
FGM, Joinville, Santa Catarina, Brasil). Para proteger a gengiva, sera utilizada uma
resina (Top Dam, FGM) que funciona como uma barreira garantindo que apenas 0s
dentes entrem em contato com o gel clareador, evitando possiveis queimaduras do
gel na gengiva. Todo este procedimento leva aproximadamente 1 hora, e seréo
realizadas 2 sessfes com intervalo de 1 semana entre elas. Antes da aplicacdo do
gel clareador, o gel experimental sera aplicado em uma hemiarcada enquanto que
o gel placebo sera aplicado na outra hemiarcada.

O eugenol sera aplicado na superficie dental por 20 s em cada dente com
auxilio de um pincel descartavel e ficard em contato com o dente até completar 10

min. ApoOs esse periodo o gel serd removido com uma gaze e sera iniciado o



Alguns pacientes durante o clareamento apresentam sensibilidade dos
dentes, que é ocasionada pela acdo do produto. Se o voluntario da pesquisa
apresentar sensibilidade muito forte, sera aplicado um gel dessensibilizante
(Desensibilize KF 2%, FGM) e se necessério o paciente sera medicado com
analgésicos e/ou anti-inflamatorios. A utilizacdo de qualquer agente quimico
utilizado para o clareamento dental pode ocasionar efeitos adversos como
sensibilidade, ardéncia, descamacédo e ulceracdo das mucosas bucais,
dependendo da sensibilidade individual. Ap6s o relato de qualquer efeito
adverso (exceto sensibilidade), o tratamento com o clareador sera
imediatamente suspenso, com a retirada do sujeito da pesquisa.

O uso do eugenol pode causar queimacdo e coceira, mas somente
foram verificadas essas reacfes em concentracbes maiores do que do
dessensibilizante utilizado nesse estudo. Caso 0 paciente apresente alguma
reacao, o uso do eugenol sera suspenso imediatamente, a regido sera lavada
abundantemente com agua e se necessario 0 paciente recebera assisténcia
médica. O voluntario serd removido da pesquisa, porém seu tratamento
clareador sera concluido. Para o tratamento de efeitos adversos os custos
estao previstos no orcamento do projeto.

Quanto aos beneficios, os individuos da pesquisa terdo seus dentes
clareados, e receberdo gratuitamente o clareamento. Os individuos terdo a
garantia de que receberdo esclarecimento a qualquer davida, acerca dos
procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a
pesquisa. Os pesquisadores responsaveis assumem 0 compromisso de
proporcionar informacao atualizada obtida durante o estudo, ainda que esta
possa afetar a vontade do individuo em continuar participando dele.

Os voluntarios tém a liberdade de se recusar a participar da pesquisa
ou de retirar seu consentimento a qualquer momento, sem sofrer qualquer tipo
de prejuizo, ou represalias de qualquer natureza.

Os pesquisadores se comprometem a resguardar todas as informacdes
individuais, tratando-as com impessoalidade e ndo revelando a identidade do

sujeito que as originou.
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Eu,

certifico que tendo lido as informacgdes acima e suficientemente esclarecido de
todos os itens, pelos pesquisadores clinicos responsaveis: Dra. Marcia
Fernanda de Rezende Siqueira, Renata Maria Terra e Dr. Alessandro Dourado
Loguercio. Estou plenamente de acordo com a realizagdo do experimento.
Assim, eu concordo em participar como voluntario do trabalho de pesquisa,
exposto acima. Certifico também ter recebido uma coOpia deste Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

Ponta Grossa, de de 2019.
Nome:

Assinatura:

Pesquisador responsavel:

12 via da instituicdo, 22 via do sujeito da pesquisa

Para entrar em contato com os pesquisadores:

Marcia Fernanda de Rezende Siqueira (42) 3220-3741
Renata Maria Terra (42) 3220-3741

Alessandro Dourado Loguercio (42) 3220-3741

ATENCAO: A sua participacdo em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Em
caso de davida quanto aos seus direitos, entre em contato com a Comissao de

Etica em Pesquisa da UEPG. Endereco — Av. Carlos Cavalcanti, n.4748, Bloco
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ANEXO C - FICHA CLINICA

Grupo:
Nome: Idade: Género:
Endereco: Email:
Cidade: UF: CEP: Celular:
Profissao: RG: CPF:
Telefone
Endereco Comercial: comercial:

Telefone Fixo/Familiar:

Historia médica

Esta ou esteve em tratamento médico nos ultimos 6 meses?

Faz ou fez uso continuo de algum medicamento nos ultimos 6 meses?

Quais?Anti-inflamatorios ( ) Corticoides ( ) Antibiotico ( )
Depressor do SNC ( )

Imunossupressores ( ) Anti-hipertenséo ( ) Outros ()

ALERGIA: Anestésico: Sim( ) Nao( ) Antibiético: Sim () Nao( )
Antiinflamatoérios: Sim () Nao( ) Alérgico a lactose: Sim( ) Nao( )
Outros:

Doencas cardiacas: Hipertenséo: PA:

Diabetes( ) Doencas hepaticas( ) Doencasrenais( ) Doencas no
estbmago(Como Ulcera e gastrite) ()

Doenca no intestino( ) Doencas Reumaticas ( ) DST( )

Gravida: Sim( ) Nao( ) Amamentando: Sim( ) Nao( )

Fumante: Sim( ) Nao( ) Quantos cigarros por dia:

Habitos de higiene bucal:

Numeros de vezes que escova 0s dentes por dia:
Tipo de escova: Macia ( ) Média( ) Dura( )
Uso do fio dental: Sim () Nao( )

HIPERSENSIBILIDADE PREVIA: () Nenhuma( )Leve( )Moderada( )
Consideravel () Severa

AR:( )Sim ( ) Nao

FRIO: ( )Sim ( ) Nao

PERCUSSAO HORIZONTAL: ( )Sim ( ) Nao

PERCUSSAO VERTICAL: ( )Sim ( )Nao

PALPACAO: ( )Sim ( )Nao

HABITO PARAFUNCIONAL: ( )Sim ( ) N&o
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1 | INTRODUCTION

The desiee for whiter teeth has made whitening one of the most
sought-afier cosmetic procedures in dentistry, 2 it i 3 very satisfac-

tory, corservative, and sfe tragtramnt

Abraham L Calixto DDS, PhD® |

| Alessandro D Loguercio DDS, MS, PhD? |

Abstract

Purpose: This randomized, split-mouth, triple-blind diinkcal study evaleated the effect
of application of nanosenca psulsted evgenol (ME) on the sbsolute s and intensity of
tonith sensit] vity (T5) resulting from | n-office bieaching.

Methods: Rfty-six patients received a NE in one hemiarch and a placebo g in the other
hemiarch, determined by random sequence, befose: in-office: bleaching. A visual analogue
scale (VAS) 10-10) and a numeric rating scale (MRS} (0-4) were wsed to recond TS during
bleaching and 1 and 48 h after Headhing. The tooth color was performed from baseline to
2 weels afier Heaching with shade guldes (ASGL) and a spectrophotometer (4 B s AEs,
and Wi The T5 was sssessed through the Mohemar test [« = (05) and by the Wilcoson
signed- mnk best (MRS) and paled t-test (VAS): The paired best-t was employed to compane
the color changes (ASGL and AE.. AFsy and Wis). The significance level was 5%
Fesults: Mo statistically significant difference was fiound in the absohste ris or inten-
sity of TS betvween both growps (p > 0L0O5) A significant color change was observed in
both groups (p > 0.05)

Conduslon: Administration of the gel containing ME before the in-office dental
bleaching did not reduce the T5 and did not interfere in the bleaching effect.

Clinlcal relevance statement: The use of desensitiring gel containing NE did not
re-duce in-of fice bleaching-induced tooth sensithity.

KEYWORDS
derital Heaching. denti ivity, sugsnal. hydragan g - e chnology

Amuong the options of whitening techniques, the in-office den-
tal bleaching technique 1ming 35% hydrogen peroside ges has
been widdy requested by patients, becaase most want quick
results or do not adapt to the wse of the tray involved in at-home
Himaching
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