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Zanatta RF. Influéncia de tensoativos sobre o efeito protetor da pelicula e interacao
com NaF no desenvolvimento da erosédo dental [tese]. Sdo José dos Campos (SP):
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2016.

RESUMO

A erosédo dental é um processo multifatorial que envolve a desmineralizacdo do
esmalte/dentina pela acdo quimica de acidos extrinsecos ou intrinsecos. A pelicula
adquirida € um filme, livre de bactérias, que cobre os dentes e atua como barreira de
difusdo ou membrana permeével seletiva, prevenindo o contato direto de acidos com
a superficie dos dentes. Os dentifricios, normalmente usados no controle do biofilme
bucal, possuem agentes tensoativos, que podem influenciar na adsorcao de proteinas
salivares, e atuar diretamente na formacéo da pelicula adquirida e na liberacédo de
fluoretos para o meio bucal. Assim, verificou-se a acao destes agentes na formacgéao e
protecdo da pelicula adquirida, sua interacdo com fluoreto de sddio (NaF) no esmalte,
e consequentemente sua interferéncia na protecdo contra a erosdo dental. Foram
testados trés tensoativos (Lauril Sulfato de Soédio - LSS, Tween 20 — T20 e
Cocoamidopropil Betaina - CAPB), em duas concentracdes (1,0% e 1,5%). A 4gua foi
utilizada como controle negativo. Amostras de esmalte bovino foram submetidas a um
modelo de des/remineralizacdo com acido citrico durante 5 dias, imersao em saliva
humana para formacdo de pelicula adquirida e em solu¢cbes com os tensoativos
testados, associados ou ndo ao NaF (275 ppm). A solugéo de NaF foi utilizada como
controle positivo. A andlise da energia de superficie do esmalte foi determinada por
goniometria e a formacdo de pelicula adquirida quantificada por espectroscopia
(FTIR). A eroséo inicial foi determinada por microdureza no primeiro dia (mensurada
apos o primeiro acido, ap6s o tratamento e apdés o segundo acido) e a perda de
estrutura de esmalte foi definida por perfilometria ao final de cinco dias de ciclo. Ainda,
foi quantificado o fluor solivel em KOH adsorvido na superficie do esmalte com
eletrodo especifico. Os resultados de goniometria mostraram que apenas 0 LSS e o
CAPB em ambas concentra¢des diminuiram o angulo de contato entre a agua e o
esmalte. Quanto a quantificacdo da formacao de pelicula, ndo foi possivel verificar
diferenca significante entre os grupos testados. Com relacéo a erosédo, os dados de
dureza mostraram que o0s tensoativos, independente da concentracdo, nao
interferiram no reendurecimento do esmalte, porém o LSS a 1% e 1,5% interferiu no
potencial de protecdo do NaF, e 0 T20a 1% e 1,5% e o CAPB a 1,5% protegeram o
esmalte, porém ndo foram superiores ao efeito do NaF. J4 a analise perfilometria
mostrou que o T20 a 1% resultou em menores valores de perda que a 1,5%, e ainda
que o CAPB 1% e 1,5% foi capaz de proteger comparado ao controle negativo, no
entanto nenhum agente associado ao NaF protegeu mais do que o controle positivo.
Os dados da concentracdo de flior KOH-sollvel indicaram que o0s tensoativos
reduziram a adsorcdo do CaF2 ao esmalte. Conclui-se que os tensoativos testados
reduziram o angulo de contato da 4gua com o esmalte (excec¢do do T20). O LSS
reduziu o potencial protetor do NaF e da pelicula na eroséo inicial e nenhum agente
testado interferiu na capacidade protetora do NaF contra a progressédo do desgaste
erosivo.

Palavras-chave: Eroséo dental. Tensoativos. Pelicula adquirida. Saliva. Desgaste do
esmalte. Perfilometria. Flaor.
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ABSTRACT

Dental erosion can be defined as a multifactorial process that induces tooth dissolution
by intrinsic or extrinsic acids. Acquired pellicle is a film, free from bacteria, that covers
all tooth tissues, and acts as a selective membrane that prevents direct contact of the
acids with enamel/dentin surface. Dentifrices, frequently used in the biofilm control,
have some constituents, such as surfactant agents, which influence on the adsorption
of salivary proteins, and may directly affect the formation of salivary pellicle and the
fluoride release on oral environment. Thus, it was verified the influence of surfactants
over the protective effect of the acquired pellicle, and on the interaction of fluoride with
enamel. Three different surfactants were tested (Sodium Lauryl Sulphate - SLS, Tween
20 — T20 and Cocoamidopropyl Betaine - CAPB), in 2 different concentrations (1.0%
and 1.5%). Water was used as negative control. Bovine enamel samples were selected
and submitted to an in vitro des/remineralization model with citric acid during 5 days,
immersion in human saliva for acquired pellicle formation and immersion in the
surfactant solutions, associated or not with sodium fluoride (NaF — 275ppm). A NaF
solution was used as positive control. The surface wettability was determined by
contact angle between water and the enamel using a tensiometer, and the acquired
enamel pellicle formation was assessed using a spectrophotometer (FTIR). Initial
erosion was defined by microhardness at the first cycle day (measured after the first
acid, after treatment and after the second acid), and the structure loss was determined
by profilometry. The KOH-soluble fluoride was also quantified after the end of the cycle.
The surface energy analysis showed that only SLS and CAPB in both concentrations
decreased the contact angle between enamel and water. Regarding the proteins
quantification, no differences were found between the groups. Concerning initial
erosion, microhardness data showed that all surfactants, in both concentrations, did
not interfered with enamel remineralization, but 1% and 1,5% SLS interfered on NaF
protective effect. 1% and 1,5% T20 and 1,5%, CAPB despite presenting some
protective effect against new acid challenge, did not promote the same protection as
NaF. Profilometry results showed that the 1% T20 promoted lower surface loss than
at 1.5%, while 1% and 1.5% CAPB protected enamel compared to negative control
group. However, no agent associated with NaF showed higher protection than the
positive control. KOH-soluble fluoride analysis showed that all surfactants reduced the
CaF: adsorption over enamel surface. It can be concluded that the surfactants tested
reduced the enamel contact angle (except for T20). The SLS decreased the protective
potential of NaF associated with the pellicle in initial erosion and no agent tested
interfered with the protective effect of NaF on enamel erosive wear.

Keywords: Tooth erosion. Surfactant. Acquired pellicle. Saliva. Enamel wear.
Profilometry. Fluoride.
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1 INTRODUCAO

A erosdo dental € um processo multifatorial (Lussi, 2006) que envolve a
desmineralizacdo da superficie dos dentes pela acdo quimica de &cidos extrinsecos
ou intrinsecos, de origem ndo bacteriana, ou acdo de agentes quelantes (Larsen,
1990; Ganss, 2006; Huysmans et al., 2011). Dentre as caracteristicas clinicas do
desgaste erosivo destaca-se a perda superficial de estrutura, aparéncia de
derretimento da estrutura dental, aparecimento de sulcos e/ou orificios na superficie
oclusall/incisal e cavidades rasas proximas a juncdo amelocementaria (Ganss, 2006).
O desgaste erosivo acomete tanto dentes deciduos quanto permanentes, e pode
aparecer em qualquer superficie dental, sendo mais comum na face oclusal e
superficie vestibular de todos os dentes superiores e inferiores, e na superficie lingual
dos dentes anteriores superiores (Jaeggi,Lussi, 2006). Algumas dessas faces dentais
também estdo associadas com a atricdo e/ou abrasdo, o que pode dificultar o
diagnéstico diferencial da erosdo com os demais desgastes dentais (Bartlett, 2005;
Lussi, 2006).

Antes de entrar em contato com o esmalte dental, o acido precisa se difundir
através da pelicula adquirida (Nekrashevych,Stosser, 2003; Featherstone,Lussi,
2006). Esta é um filme, livre de bactérias, que cobre os tecidos orais solidos, composta
por proteinas, tais com mucinas, glicoproteinas, e proteinas ricas em prolina, além de
varias enzimas (Hannig C et al., 2005; Buzalaf et al., 2012). A pelicula adquirida é
detectavel sobre as superficies dentais em poucos minutos apos sua remocao por
profilaxia, escovacao dental ou dissolucao quimica (Hara et al., 2006b). Ela atua como
uma barreira de difusdo ou uma membrana permeavel seletiva, que previne o contato
direto de acidos com a superficie dental (Lussi et al., 2011), além de dificultar a perda
de ions célcio do esmalte, possuindo assim efeito protetor na desmineralizacdo da
superficie do esmalte (Hannig M,Balz, 1999; Hannig C et al, 2005;
Featherstone,Lussi, 2006; Buzalaf et al., 2012). Sua principal fonte é a saliva, que
também influencia na reducdo da perda mineral em situacdes erosivas de curta
duracédo (Hannig M,Balz, 1999; Hara et al., 2006b; Buzalaf et al., 2012). Como durante
a exposicdo aos acidos essa pelicula é parcialmente removida (com excecéo de sua

camada basal mais densa) (Lussi et al., 2011), o seu efeito protetor € minimizado ou
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perdido (Hannig M,Balz, 2001; Hannig M et al., 2003; Nekrashevych,Stosser, 2003;
Hara et al., 2006a).

Testes laboratoriais sugerem que a formacéo de pelicula possui efeito protetor
eficaz dependendo da concentracdo do acido, duracédo do ataque erosivo e do seu
estagio de formacéo, a fim de limitar a taxa de difusdo de ions célcio e agentes &cidos
(Nekrashevych,Stosser, 2003). Ainda, a pelicula adquirida e a saliva tém a capacidade
de remineralizar a superficie de esmalte exposta a substancias erosivas, favorecendo
a recuperacdo da sua resisténcia mecanica (Amaechi,Higham, 2001; Hara et al.,
2006b).

Produtos de higiene oral, incluindo dentifricios, sdo usualmente utilizados para
a remocdo de material organico da superficie do dente e controle do biofilme bucal
(Moore,Addy, 2005; Veeregowda et al., 2011). No entanto, alguns de seus
constituintes, como os detergentes, influenciam também na adsor¢do de proteinas
salivares (van der Mei et al., 2002; Veeregowda et al., 2011), podendo estes atuar
diretamente na formacao da pelicula adquirida.

Os detergentes que compdem os dentifricios sdo classificados como agentes
tensoativos, sendo eles, moléculas de dupla afinidade, o que pode ser caraterizado
fisico-quimicamente como uma dualidade polar-apolar; com parte polar hidréfila
(possui grande afinidade por solventes, em especial a 4gua) e a parte apolar,
hidrofoba (Salager, 2002). Pode-se especular que tal caracteristica dual permite que
tais agentes exercam influéncia sobre a formacéo da pelicula adquirida por meio de
interacdes com as proteinas polares, ou ainda com sua fase apolar composta por
alguns lipidios. Ainda, por serem moléculas de dupla afinidade, ao se ligarem em
superficies solidas, os tensoativos tém a capacidade de modificar sua caracteristica
interfacial, ou tensédo superficial (Nihei et al., 2013), influenciando diretamente a
energia livre nelas existente.

O tensoativo mais encontrado em dentifricios é o Lauril Sulfato de Soédio
(LSS), classificado como aniénico (Rantanen et al., 2002) e amplamente utilizado na
remocao de moléculas organicas de superficies (Taube et al., 2010). Investigacdes da
acao de tensoativos na pelicula adquirida e no desenvolvimento de lesGes erosivas
sdo escassas. De acordo com Moore and Addy (2005), o LSS é capaz de atuar na
remocdo da pelicula adquirida e ainda contribuir com o aumento do desgaste

dentinario em situacdes abrasivas. Em alguns produtos observa-se a troca do LSS
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pelo Cocoamidopropil Betaina (CAPB), considerado menos irritante a mucosa
(Rantanen et al., 2002), e também com menor potencial de remocdo da matriz
organica dentinaria quando associado a abrasivas o comparado ao LSS (Moore,Addy,
2005).

Além do potencial de limpeza, os dentifricios usualmente contém flior, na
maioria das vezes sob a forma de fluoreto de sodio (NaF). E reconhecido que os
dentifricios fluoretados séo efetivos agentes anticariogénicos (Zero, 2006; Walsh et
al., 2010) e considerados o principal fator responsavel pelo declinio da carie em muitos
paises, tendo sido amplamente adotados como principal forma de prevencdo da
doenca carie (Zero, 2006). Ambas les@es, carie e erosdo, sao causadas por acidos,
sendo diferenciadas principalmente por sua origem; assim, uma vez que O0S
dentifricios ja estdo amplamente difundidos pelo mundo, indaga-se se o uso do NaF
para controle da erosdo também seria efetivo. Em estudos in vitro, Ganss et al. (2008)
e Jager et al. (2013) mostraram que o flior € um agente protetor contra a erosédo
dental, e sua acdo protetora é essencialmente atribuida a formacéo de precipitados
similares ao fluoreto de célcio (Magalhaes et al., 2009a) que se adsorvem ha
superficie dental, formando uma barreira de adicdo mineral a ser dissolvida durante o
ataque acido, antes de chegar ao esmalte adjacente (Ganss et al., 2001; Lussi,Jaeggi,
2006a). No entanto, especula-se que o LSS usado na composicdo dos dentifricios
poderia reduzir a disponibilidade e na ligacao do flior com a superficie dental (Barkvoll
et al.,, 1988b; Zero, 2006). Diante disso, questiona-se se diferentes tipos e
concentragfes de tensoativos influenciam na formacédo e efeito protetor da pelicula
adquirida, ou ainda na interacdo do fluoreto de sédio com o esmalte, alterando
consequentemente, sua caracteristica protetora contra o desenvolvimento da eroséo

dental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erosao dental

No final do século XX houve uma notavel diminuicdo na perda dos elementos
dentarios, em virtude das politicas de prevencéo e controle da céarie e da doenca
periodontal. Além disso, no inicio de século XXI, comegou a ser observado o aumento
da longevidade do ser humano e, consequentemente, dos seus dentes (Hara et al.,
2006b), demandando do cirurgido dentista um maior conhecimento a respeito dos
efeitos deletérios do desgaste dental, bem como o reconhecimento das similaridades
e diferencas de suas categorias: abraséo, atricdo, abfracdo e erosdo (Addy,Shellis,
2006; Lussi, 2006).

Por definicdo, abrasao é o desgaste fisico resultante de processos mecanicos
envolvendo objetos e substancias estranhas ao organismo, e tem como principais
fatores etioldgicos produtos de higiene oral (por exemplo, escovas de dente com
cerdas muito rigidas, excesso de forca durante a escovacao e uso de dentifricios muito
abrasivos), habitos de morder e segurar objetos com os dentes (canetas, cachimbo,
etc) e exposicdo ocupacional a particulas abrasivas. Ja a atricdo € definida como
desgaste fisico resultante da acdo do dente com seu antagonista, sem a intervencgao
de agentes externos, ocorrendo fisiologicamente durante a mastigacdo e
patologicamente em casos de contato prematuro, ma ocluséo e bruxismo. A abfracéo
€ o desgaste fisico provocado pelo acumulo de tensdes flexurais na regido amelo-
cementaria, provocando o aparecimento de microfraturas no esmalte e na dentina.
Diferente das lesdes anteriores, a erosdo dental € um processo quimico, resultando
no amolecimento do esmalte, e que pode evoluir para o desgaste dental, sendo
provocada por 4cidos intrinsecos ou extrinsecos ou acao de agentes quelantes nas
superficies dentais livres de placa (Ganss, 2006; Ganss et al., 2014). Os fatores
extrinsecos relacionados com a erosao incluem o consumo de bebidas e alimentos
acidos, como frutas citricas, refrigerantes, vitamina C efervescente, dentre outros

(Lussi et al., 2004; Buzalaf et al., 2012; Li et al., 2012); ja os intrinsecos incluem
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vomitos recorrentes devido a desordens fisioldégicas, como anorexia, bulimia e refluxo
gastrico (Bartlett, 2006; Zero,Lussi, 2006).

A erosdo dental tem sido relatada a longo tempo na literatura, porém somente
nas Ultimas décadas é que este assunto tem ganhado espaco nas pesquisas e
chamado atencdo da comunidade odontolégica (ten Cate,Imfeld, 1996; Lussi, 2006;
Lussi,Carvalho, 2014). O lancamento em 1996 da edicdo especial da European
Journal of Oral Sciences intitulada “Etiology, mechanisms and implications of dental
erosions” trouxe uma selecao de textos mostrando a prevaléncia, etiologia, avaliagao
de riscos, prevencéo e alternativas de tratamentos, bem como mostrando caminhos e
recomendacdes para pesquisas futuras (ten Cate,Imfeld, 1996). De fato, nos ultimos
anos houve um aumento significativo no nimero de pesquisas a respeito da erosao
dental, pulando de cinco estudos por ano na década de 70, para mais de 50 nos anos
2000 (Lussi, 2006), e mais de 100 em 2013 (Lussi,Carvalho, 2014). Reforgcando o
aumento do interesse da comunidade cientifica e reconhecimento da importancia
sobre o tema, em 2006 foi langada uma edicdo da Monographs in Oral Science
exclusiva sobre eroséo dental intitulada “Dental erosion: From diagnosis to theraphy”,
e em 2011 o periédico Caries Research lancou uma edi¢cdo suplementar, intitulada
“Methodology and Models in Erosion Research” voltada para comunidade cientifica,
tratando das metodologias e modelos existentes para o estudo da erosdo. Em 2014
uma nova edicdo da Monographs in Oral Science foi langada com o mesmo titulo
(“Dental erosion: From diagnosis to theraphy”), contendo atualizacdes a respeito dos
estudos relacionados a eroséo dental.

A fisiopatologia da les@o erosiva € bastante complexa e para entendé-la é
preciso primeiro se atentar para alguns fatos envolvendo os tecidos minerais bucais.
Embora esmalte e dentina sejam formados essencialmente por minerais
(hidroxiapatita carbonatada), agua, proteinas e lipidios, ambos se diferenciam pela
guantidade e organizacdo desses componentes (Featherstone,Lussi, 2006; Ganss et
al., 2014). A hidroxiapatita pura tem estrutura formada por célcio, fosfato e hidroxila:
Cai10(PO4)s(OH)2. Ja a hidroxiapatita carbonatada que forma os tecidos minerais
dentais é deficiente em calcio, que muitas vezes é substituido por outros ions como
sbédio, magnésio e potassio. Além disso, as maiores alteragcbes na sua estrutura
ocorrem pela substituicdo do fosfato por carbonatos, causando importantes distlrbios

estruturais e tornando-a mais solUvel a acidos comparada a hidroxiapatita pura e a
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fluorapatita (substituicdo do ion hidroxila por fluoretos) (Featherstone,Lussi, 2006). A
erosdo ocorre tanto pela ligagdo do ion hidrogénio (H*), derivado de acidos fortes e
fracos, quanto pela acdo de anions (agentes quelantes) que podem se ligar ao fosfato
e ao calcio, respectivamente. O acido citrico, por exemplo, se dissocia em agua tanto
em ions de hidrogénio quanto em anions acidos (citrato), com a capacidade de se ligar
com ao fosfato e ao calcio da estrutura dental (Featherstone,Lussi, 2006; Shellis et al.,
2014).

O inicio do processo erosivo se da com uma brusca queda do pH, quando
ocorre, por exemplo, a ingestdo de alguma bebida acida. Como a solucdo esti
subsaturada de ions que constituem o tecido mineral dental, a dissolugédo tem inicio e
permanece até que a concentracao desses ions aumente. Quando o pH se eleva pela
acao tampéao da saliva, a solucéo se torna supersaturada e permite o reendurecimento
da estrutura. Se o ion fluoreto estiver presente, pode possibilitar a formacédo de
fluorapatita, que € menos solivel em meio acido comparado a hidroxiapatita
(Featherstone,Lussi, 2006).

No esmalte a lesdo se desenvolve primariamente nas areas de prismas de
recobrimento, seguido da dissolugcdo dos prismas centrais (Buzalaf et al., 2012,
Ganss,Lussi, 2014). Quando a substancia acida atinge a superficie do esmalte, o ion
de hidrogénio (H*) do acido (ou o agente quelante) se liga aos ions fosfato ou calcio
da hidroxiapatita, promovendo a dissolucao dos cristais de esmalte, resultando em um
processo de amolecimento (softening) (Addy,Shellis, 2006; Ganss et al., 2014). Esta
camada amolecida possui espessura em torno de 0,2 a 5 um (Lussi et al., 2011;
Attin,Wegehaupt, 2014) e d4 ao esmalte uma aparéncia de colmeia (Meurman,Frank,
1991, Featherstone,Lussi, 2006; Ganss,Lussi, 2014).

Os componentes nédo ionizados eventualmente se difundem para o interior da
area de esmalte interprismatico, dando continuidade a dissolucdo do tecido
mineralizado (Lussi,Hellwig, 2001; Buzalaf et al., 2012) camada por camada. A medida
que vai progredindo no esmalte, a dissolugdo na camada mais superficial atinge um
ponto em que o esmalte se perde por completo (Eisenburger et al., 2000; Lussi et al.,
2011; Ganss et al.,, 2014). Ainda, essa regidao de superficie desmineralizada
(softening) apresenta uma significante redugcédo da microdureza (Maupome et al.,
1998; Lussi et al.,, 2011) fazendo com que a superficie amolecida esteja mais

susceptivel a impactos mecanicos (Attin et al., 1997; Addy,Shellis, 2006) e mais
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vulneravel a abrasao (Lussi,Carvalho, 2014; Wiegand,Schlueter, 2014). Evidéncias
mostram que o envolvimento de processos abrasivos aumenta a perda de estrutura
em dentes susceptiveis a erosdao, e mostram ainda que dentes erodidos sdo mais
susceptiveis a abrasao e atricdo do que os higidos (Attin et al., 2000; Attin et al., 2001,
Lussi,Hellwig, 2006; Lussi et al., 2012; Magalhaes et al., 2014; Shellis,Addy, 2014). O
avanco das lesdes erosivas, que caracteriza o desgaste erosivo, pode levar a perda
completa do esmalte e inicio de perda dentinaria. A exposicao erosiva de dentina
ocorre primariamente em regides e sitios com baixa espessura de esmalte, como na
superficie vestibular préximo a margem gengival e nas cuspides mésio-vestibulares
de molares inferiores (Schlueter et al., 2012; Ganss et al., 2014).

Assim, o0 processo erosivo pode ser divido em dois estagios. No inicial ocorre
a formacédo de uma camada amolecida do tecido mineral do esmalte, devido a sua
desmineralizagdo parcial (Lussi et al., 2004; Ganss et al., 2014). Essa camada
(softening) tem o potencial de ser parcialmente remineralizada, e a progressao das
lesBes erosivas pode ser retardada (Ganss et al., 2001; Buzalaf et al., 2012). No
entanto, caso o desafio acido persista, tem-se inicio ao segundo estagio, no qual a
progressao das lesdes erosivas avanca, com aprofundamento do softening, levando
a perda gradual de tecido mineral e tornando o reparo impossivel (Hara et al., 2006b;
Lussi et al., 2012). Deve haver um equilibrio entre esse processo de desmineralizacdo
e remineralizacdo da superficie do esmalte, uma vez que se o desafio acido for maior
gue o processo de adaptacao do tecido dental, ocorrera o aparecimento do desgaste
erosivo clinicamente (Lussi et al., 2004).

Dados sistematicos de prevaléncia da erosdo sdo escassos na literatura, no
entanto indicam um aumento na populacdo jovem (Jaeggi,Lussi, 2014;
Lussi,Carvalho, 2014), atribuido a mudancas no estilo de vida e nos habitos dietéticos
(Nekrashevych,Stosser, 2003; Zero,Lussi, 2006), que provocaram um aumento na
guantidade e frequéncia no consumo de alimentos acidos (Zero,Lussi, 2006; Li et al.,
2012; Lussi,Carvalho, 2014). Usualmente um produto é considerado acido quando
possui pH menor do que 7,0. Em estudos de desmineralizacéo relacionados a lesdes
cariosas, o pH considerado critico para dissolucado do esmalte € 5,5 e da dentina 6,5
(Schmidt-Nielsen, 1946; Meurman,ten Cate, 1996). Diversos estudos (Lussi et al.,
2004; Zero,Lussi, 2006; Kitchens,Owens, 2007; Ehlen et al., 2008; Torres CP et al.,

2010; Caneppele et al., 2012; Barbour,Lussi, 2014) discutem o potencial erosivo de
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bebidas e alimentos &cidos (determinado por meio da mensuracdo do pH e/ou
quantificacdo de ions calcio, fosfato e fluoretos), e mostram uma intensa relacao entre
0 Seu consumo e o aparecimento de lesfes erosivas. Corroborando, Margaritis et al.
(2011) mostraram que o aumento do consumo de bebidas carbonadas e refrigerantes
resultaram no aumento da prevaléncia da eroséo dental.

Embora o pH seja o fator dominante no processo erosivo (Barbour et al.,
2011), o potencial erosivo de bebidas e alimentos acidos ndo depende exclusivamente
dele, mas também das suas propriedades de quelacdo com o calcio, da concentragcao
de ions célcio e fosfato presentes na sua composicdo e da capacidade tampao do
acido (teor de &cido titulavel) (Barbour,Lussi, 2014). Quanto maior a capacidade
tampéo do acido presente nas bebidas e alimentos, maior sera o tempo que a saliva
levara para neutraliza-lo (Lussi et al., 2004; Lussi,Jaeggi, 2006a). Sucos de frutas,
refrigerantes, vinagres e alguns chas sédo conhecidamente erosivos por conterem
acidos (citrico, fosférico e acético) com pH menor que 4,5 em sua composi¢ao.
Geralmente tais solu¢Bes acidas sdo pouco saturadas em relacdo a hidroxiapatita e
apresentam alta capacidade tampado (Magalhdes et al., 2009b). A frequéncia e
duracdo do contato do acido com as estruturas dentais também sao importantes
variaveis para o aparecimento de lesdes erosivas;, além das propriedades
termodinamicas dessas bebidas, que determinam sua capacidade de aderéncia a
estrutura dental (Magalhaes et al., 2009b). A presenca de ions célcio, fosfato e fluoreto
na composi¢cado de algumas bebidas e alimentos também determina seu potencial
erosivo, uma vez que aumentam a saturacdo do meio com relacdo a esses ions e
evitam a perda dos mesmos na hidroxiapatita (Featherstone,Lussi, 2006;
Lussi,Jaeggi, 2006a; Lussi,Carvalho, 2014). Ainda, a tentativa de suplementacédo em
solucbes e bebidas acidas de alguns ions, tais como calcio; de algumas proteinas,
como a caseina; ou ainda sais, como o lactato de calcio pentahidratado, e o polifosfato
de sodio, tem mostrado bons resultados na reducdo de seu potencial erosivo
(Gallagher, 2009; Scaramucci et al., 2011; Buzalaf et al., 2012; Barbour,Lussi, 2014).

Ainda que a queda do pH proximo a superficie dental provocada pela ingestéo
Unica de bebida &cida seja o suficiente para causar a formacdo do softening, é
improvavel que esta cause perda de estrutura mineralizada (Addy,Shellis, 2006).
Embora seja um assunto controverso na literatura, estudos mostram que o esmalte
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amolecido pode ser remineralizado apdés exposicdo a saliva ou a solugbes
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remineralizantes, a base de fluoretos por exemplo (Amaechi,Higham, 2001; Ganss et
al., 2001; Shellis et al., 2014). Evidéncias indicam que o contato desse esmalte
amolecido com substancias remineralizantes ou saliva por tempo adequado é capaz
de promover o ganho mineral do tecido (Ganss et al., 2001; Lussi et al., 2004; Buzalaf
et al, 2012), e consequentemente reestabelecer sua resisténcia mecanica
(Amaechi,Higham, 2001; Shellis et al., 2014).

O fluxo salivar, a composicdo eletrolitica e proteica da saliva, e a sua
capacidade tampéo tém grande influéncia nos processos erosivos (Magalhaes et al.,
2009b). De fato, a saliva tem sido considerada o fator biolégico mais importante na
prevencédo da erosdo (Morge et al., 1989; Hara et al., 2006b), atuando de diversas
formas: primeiro, pela influéncia da pelicula adquirida, que sera discutida no préximo
topico desta revisdo; segundo, pela acdo de diluicdo dos acidos; terceiro, pela acéo
de limpeza (clearance), gradualmente eliminando os acidos por meio da degluticéo;
quarto, pela capacidade tamp&o promovendo a neutralizacao dos &cidos; quinto, pela
supersaturacdo de ions minerais dos tecidos orais duros, fornecendo calcio, fosfatos
e fluoretos necesséarios para remineralizacdo; e sexto, pela presenca de inUmeras
proteinas com importantes fun¢des contra a erosdo dental (Morge et al., 1989; Lussi
et al., 2004; Addy,Shellis, 2006; Hara et al., 2006b; Jager et al., 2011; Buzalaf et al.,
2012; Vukosavljevic et al., 2014).

Estudos clinicos indicam que individuos com diminuicdo na quantidade do
fluxo salivar ou na sua capacidade tampéo tém maiores chances de desenvolver
erosdo dental, evidenciando o importante papel da saliva (Magalhaes et al., 2009b).
A taxa de fluxo salivar ndo estimulada é considerada normal quando maior que 0,3
ml/min, com produc&o normal diaria entre 0,5 e 1,5 litros (Morge et al., 1989). O maior
fluxo salivar com maior contetdo de bicarbonatos aumenta a capacidade de saliva de
neutralizar e eliminar (clearance) os acidos ingeridos. Ainda, regides e sitios orais com
menor irrigacao salivar ou com irrigacdo essencialmente composta por saliva mucosa
(mais densa e viscosa) tém maiores chances de apresentar erosdo do que sitios
protegidos por saliva serosa (Hara et al., 2006b). Condi¢cfes de boca seca geralmente
aparecem em pacientes com idade mais avan¢ada ou que fazem uso de alguns tipos
de medicamentos ou radioterapia na regido da cabeca e pescoco. Pacientes que
realizam esportes frequentemente também podem ter seu fluxo salivar reduzido se

nao se reidratarem adequadamente (Lussi,Jaeggi, 2006b). A diminuicdo do fluxo



25

salivar e capacidade de produzir saliva também alteram o clearance, diminuindo a
taxa de remocdao das substancias da cavidade oral pela degluticdo (Hara et al., 2006b;
Buzalaf et al., 2012). Com relacdo a remineralizacdo promovida pela saliva, estudos
in situ avaliando a recuperacao da microdureza da superficie do esmalte indicam uma
taxa de recuperacdo em torno de 37% apos 24 horas de exposicdo ao meio bucal
(Hara et al., 2006Db).

As lesdes erosivas podem acometer todas as superficies dentais, porém séo
mais comuns na superficie vestibular e oclusal de todos os dentes superiores e
inferiores, e na superficie lingual dos dentes anteriores superiores (Jaeggi,Lussi,
2006). Em estagios iniciais, nota-se a perda de brilho nas superficies livres, e
posteriormente ocorre 0 achatamento ou formacéo de concavidades rasas nas areas
convexas localizadas coronalmente a juncdo amelo-cementaria (Lussi et al., 2004;
Ganss,Lussi, 2006; Magalhaes et al., 2009b). A preservacéo de uma faixa de esmalte
ao longo da margem gengival ocorre principalmente devido ao liquido crevicular
presente no sulco gengival, cujo pH entre 7,5 e 8,0 colabora com a neutralizacdo dos
acidos proximo a esse local (Lussi et al., 2004; Magalhaes et al., 2009b). Nas
superficies oclusais observa-se o arredondamento das cuspides e na presenca de
restauracdes, as bordas destas aparentam se elevar acima do nivel das superficies
dos dentes adjacentes (Lussi et al., 2004; Ganss, 2006; Magalhaes et al., 2009b). O
diagnéstico precoce das lesdes erosivas ativas € de fundamental importancia, pois
estas progridem quando nenhum tratamento ou medida preventiva é implementada
(Lussi, 2006). Esta progressao pode levar a grandes perdas de estrutura dental,
incluindo significantes redugbes verticais da coroa clinica, causando problemas
oclusais, com perda de dimenséo vertical e das guias canina e anterior, além de
desordens na articulacdo temporomandibular e hipersensibilidade dentinaria (Ganss,
2006; Ganss,Lussi, 2006; Schlueter et al.,, 2012). Embora esteja listada na
Classificacao Internacional de Doencas (CID), a eroséo dental por si s6 ndo pode ser
considerada uma patologia. Diferentemente da céarie e da doenca periodontal, que
nunca devem ocorrer, o desgaste erosivo contribui para a perda fisioldgica de tecido
dental que ocorre durante a vida. No entanto, como o avanc¢o dessa lesdo pode levar
a perda de funcéo dos 6rgados orais, deve ser diagnosticada e tratada sempre que
possivel (Ganss, 2014).



26

O desgaste erosivo pode ser um sério problema tanto para o paciente quando
para o dentista, especialmente quando descoberto ou diagnosticado em estagios mais
avancados. A populacao geral deve ser esclarecida quanto aos impactos negativos
do consumo regular de acidos, em especial adolescentes e adultos jovens. O cirurgiao
dentista também precisa compreender melhor a ocorréncia desse processo e saber
diagnostica-lo em estagios precoces, a fim de garantir a longevidade da denticdo
(Lussi,Hellwig, 2006; Schlueter et al., 2012).

2.2 Atuacdo da pelicula adquirida na eroséo

A pelicula adquirida é um filme organico composto basicamente por proteinas
salivares adsorvidas que cobre todos os substratos duros e membranas mucosas da
cavidade oral (Lendenmann et al., 2000; Hara et al., 2006b; Buzalaf et al., 2012).
Fisiologicamente, ela tem a funcéo de lubrificacdo e reducéo do atrito entre os dentes
e os tecidos adjacentes, promoc¢ao de uma matriz para remineralizacdo do esmalte, e
protecdo contra acidos de origem bacteriana ou ndo (Lendenmann et al., 2000;
Siqueira et al., 2012b), sendo assim um importante fator relacionado com a etiologia
e progressao da erosado dental (Buzalaf et al., 2012).

A capacidade protetora da pelicula adquirida formada in vitro, in situ ou in vivo,
tem sido estabelecida em diversos estudos in vitro (Amaechi et al., 1999; Hannig M,
Balz, 1999, 2001; Hannig M, 2002; Nekrashevych,Stosser, 2003; Hara et al., 20064a;
Cheaib,Lussi, 2011; Buzalaf et al., 2012; Masson et al., 2013; Vukosavljevic et al.,
2014). Tal capacidade foi descrita pela primeira vez por Hannig M e Balz (1999), em
um estudo com formacé&o da pelicula in vivo submetida ao desafio erosivo de curta
duracdo in vitro com acido citrico. Essa protecdo ocorre porque ela funciona como
uma membrana seletiva que reduz a difusdo de acidos e consequentemente diminui
a taxa de dissolugéo da hidroxiapatita (Hara et al., 2006a), além de restringir a difusdo
e o transporte de ions entre 0os meios interno e externo do esmalte (Hannig M, 2002;
Hannig M et al., 2003; Hara et al., 2006a; Buzalaf et al., 2012). No entanto, o efeito
protetor da pelicula s6 sera mantido enquanto ela estiver presente sobre as estruturas

dentais. A escovacdo com dentifricios abrasivos pode ser um fator de remoc¢éo da
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pelicula, contudo, ela volta a se formar instantaneamente sobre o esmalte escovado
(Hannig M, 2002).

A pelicula é formada pela grande afinidade existente entre as proteinas,
peptideos, lipidios e outras macromoléculas presentes na saliva, adsorvidas com as
superficies orais e também pelas interacdes intermoleculares existentes entre essas
proteinas (Imai,Tamaki, 1999; Lendenmann et al., 2000; Hannig M, 2002; Hara et al.,
2006b). Os possiveis mecanismos de formacdo da pelicula adquirida envolvem
interacOes eletrostaticas, formacdo de agregados hidrofébicos e forcas de Van Der
Walls (Imai,Tamaki, 1999). Evolu¢cdes nos estudos protedmicos ja permitiram
identificar mais de 100 proteinas com variadas fun¢des na pelicula adquirida (Siqueira
et al., 2007).

A formacédo da pelicula adquirida sobre o esmalte é um processo dinamico
que comeca poucos segundos apoés sua remoc¢ao (Imai,Tamaki, 1999; Lendenmann
et al., 2000), seja pela escovacédo, dissolugcdo quimica ou profilaxia, (Hara et al.,
2006b), e ocorre essencialmente em duas etapas. Na primeira fase ocorre adsorcao
inicial de proteinas conhecidas como proteinas precursoras da pelicula, que possuem
alta afinidade pela hidroxiapatita e se ligam a ela por meio de interacfes eletrostaticas
com as regides hidréfobas do dente, deixando as cadeias hidr6fobas das proteinas
expostas a superficie (Siqueira et al., 2012b; Zimmerman et al., 2013). Estudos
indicam que nessa primeira etapa as proteinas que primeiramente se adsorvem a
hidroxiapatita sdo as PRPs (proteinas ricas em prolina), estaterinas, histatinas,
mucinas, amilase, cistatinas, lisozimas e lactoferrinas (Siqueira et al., 2012b; Chun et
al., 2015). As histatinas possuem um comprovado efeito contra a desmineralizacdo do
esmalte in vitro (Siqueira et al., 2012b). Nessa primeira etapa a espessura da pelicula
atinge 10 a 20 nm de espessura e permanece estavel por aproximadamente 30
minutos (Siqueira et al., 2012b).

A segunda etapa pode complementar a primeira, ou ocorrer
independentemente, e consiste em agregados proteicos ou estruturas similares a
micelas que podem adsorver na superficie dental ou interagir com a camada proteica
previamente formada por meio de interacdes proteina-proteina (Skjorland et al., 1995;
Hara et al., 2006b; Siqueira et al., 2012b; Zimmerman et al., 2013). Essa segunda fase
contribui para o rapido aumento em espessura da pelicula (Hannig M, 2002; Siqueira

et al., 2012b), e caracteriza o seu estagio de maturagdo da pelicula, atingindo seu pico



28

entre 30 e 60 minutos (Siqueira et al., 2012b). Acredita-se que a mucina seja uma das
principais proteinas responsaveis por carrear outras proteinas salivares na formacéo
da pelicula neste estagio de maturacdo (Cheaib,Lussi, 2011; Chun et al., 2015)
contribuindo com a formacéao de tais micelas. Portanto, no somatorio dos dois estagios
de formacdo, sugere-se que ocorra um equilibrio na adsorcdo de proteinas em um
intervalo de aproximadamente 2 horas (Imai, Tamaki, 1999; Lendenmann et al., 2000;
Hara et al., 2006b).

No entanto, a influéncia da composicao da pelicula no seu efeito protetor ainda
ndo é completamente entendida. Variagfes na presenca e quantidade das proteinas
que a formam podem influenciar na sua capacidade de neutralizar acidos e
remineralizar o esmalte (Hara et al., 2006b; Moazzez et al., 2014). A mucina, por
exemplo, é excretada principalmente pelas glandulas submandibulares, enquanto que
a parotida é responsavel pela excrecao de saliva com alta concentracédo de amilase e
proteinas ricas em prolina (Hannig M, Balz, 2001). Estudos in vitro indicam que a
mucina promove melhor protecdo contra desafios erosivos ao esmalte (Nieuw
Amerongen et al., 1987). Cheaib and Lussi (2011), por exemplo, demonstraram em
estudo in vitro que a adicdo de mucina e caseina na saliva humana previamente
colhida contribuiu para maior protecdo da pelicula adquirida (formada por 2 horas
sobre o0 esmalte dental) contra desafios erosivos.

O estudo de Moazzez et al. (2014) comparou a pelicula adquirida formada in
situ em individuos saudéaveis e individuos com habitos alimentares envolvendo o
consumo abundante de acidos e apresentando lesdes erosivas. Apds formacéo da
pelicula por uma hora, os espécimes foram submetidos ao desafio erosivo com acido
citrico (pH 3.2 e concentracdo 0,6%) por 10 minutos, e 0s autores observaram que a
pelicula dos individuos que possuiam lesdes erosivas resultou em menor protecao
contra ao desgaste comparado com o grupo controle. O estudo de Ogeda (2010)
também demonstrou uma significante diferenca na formacdo de pelicula entre
pacientes com sinais clinicos de desgaste erosivo e pacientes saudaveis controle. Os
autores encontraram menor quantidade de proteinas e calcio na pelicula de pacientes
apresentando lesbes erosivas. Eles verificaram que tais pacientes apresentaram
menor quantidade de estaterinas na pelicula formada em amostras de esmalte e

hidroxiapatita in situ.
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A sequéncia de formacao da pelicula em duas etapas previamente descritas
é sustentada por trabalhos com microscopia eletrénica de transmisséo que indicam a
formacdo de uma camada globular frouxamente estruturada acima de uma camada
basal mais eletrodensa (Hannig M, Balz, 1999; Imai,Tamaki, 1999; Siqueira et al.,
2012b), com espessura entre 200 e 500 nm apds 2 horas de formacéao in situ. O estudo
de Hannig M (1999), mostrou que a camada da pelicula formada in situ durante 2
horas em sitios vestibulares de molares inferiores alcancou espessuras entre 200-500
nm, enquanto que na regido lingual ela se apresentou com espessura entre 20 e 80
nm. Ainda, enquanto a pelicula formada na regido vestibular tem uma camada mais
eletrodensa com aglomerados de estrutura globular, a da regido lingual é
caracterizada por uma estrutura mais granular. Em outro estudo, Hannig M e Balz
(2001) mostraram, também por meio de microscopia eletrénica de transmissao, que a
parte mais superficial da pelicula formada in vivo por 24 horas € mais frouxamente
arranjada e possui uma maior solubilidade ao &cido citrico (tempo de exposicao de
30, 60 e 300 segundos) quando comparada a camada basal, mais eletrodensa e mais
acido resistente. Ainda usando microscopia eletrénica de transmissdo, Hara et al.
(2006a) mostraram que a pelicula adquirida formada in situ durante 2 horas foi capaz
de reduzir a desmineralizacdo causada por suco de laranja (pH 3,8) durante 10
minutos, porém apos 20 minutos de exposicdo esse efeito protetor foi completamente
perdido.

O numero de estudos relacionados ao efeito protetor da pelicula adquirida
aumentou nos ultimos anos, com resultados conflitantes publicados em relacdo ao
tempo de formacao e, consequentemente, seu grau de maturagdo. Nao ha ainda um
consenso a respeito do tempo de formacdo da pelicula usado nos estudos
laboratoriais, variando desde algumas horas, até dias e semanas (Imai, Tamaki, 1999).
Estudos in vitro prévios (Zahradnik et al., 1976; 1978; Nieuw Amerongen et al., 1987)
mostraram que maiores tempos de formacdo resultavam em maior eficiéncia
protetora. Estes experimentos indicavam um maior grau de maturacdo da pelicula,
contribuindo com o0 aumento da sua capacidade de protecdo contra a
desmineralizacdo do esmalte. Ja Hannig M e Balz (1999), por exemplo, nao
encontraram diferencas no efeito protetor da pelicula formada in vivo por 7 dias e por
24 horas, mas observaram que a exposi¢cado do esmalte ao acido citrico a 1% por 5

minutos foi suficiente para remover a camada superficial globular da pelicula. Amaechi
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et al. (1999) avaliaram o efeito protetor da pelicula adquirida formada in situ por 60
minutos, e observaram o efeito protetor com desafio erosivo provocado por suco de
laranja, com pH de 3,8, por 5 minutos, seis vezes ao dia (totalizando 30 minutos diarios
de exposicdo). Nekrashevych e Stosser (2003) avaliaram o efeito protetor da pelicula
adquirida formada in vitro no esmalte dental durante 24 horas e submetido ao desafio
erosivo com acido citrico a 0,1% e 10% durante 1, 5 e 10 minutos e observaram que
a pelicula protegeu por completo o esmalte submetido ao desafio erosivo com acido
citrico a 0,1% por 1 minuto e parcialmente aquele submetido ao desafio com acido
citrico a 0,1% por 5 minutos; sendo completamente perdido apdés 10 minutos de
exposicdo. Os autores concluiram entdo que a concentracdo do acido e o tempo de
exposicado influenciaram a capacidade protetora da pelicula. A pelicula formada in situ
por 30, 60 e 120 minutos (Bartlett, 2006) ou 2, 6, 12 e 24 horas (Hannig M et al., 2003),
respectivamente, ndo alterou sua habilidade de reduzir a desmineralizagdo do
esmalte. No entanto, a resisténcia da pelicula pareceu ser dependente do seu tempo
de formacdo, uma vez que a pelicula formada com 2 horas se dissolveu mais rapido
comparada aquela formada por 6, 12 e 24 horas (Hannig M et al., 2003). Wetton et al.
(2006) avaliaram o efeito protetor da pelicula em esmalte e dentina formada in vitro
por 1, 2 e 4 h, utilizando no desafio erosivo acido citrico a 0,3%, com pH 3,2 por 10
minutos, e encontraram menor perda estrutural no esmalte com os tempos de
formacéo de 2 e 4 horas.

A espessura da pelicula adquirida sofre variagcdo sobre os dentes ao longo
dos arcos dentais, e pode ser responsavel pelo padrdo de distribuicdo das lesdes
erosivas nos dentes (Amaechi et al., 1999; Magalhaes et al., 2009b; Vukosavljevic et
al., 2014). H4 uma relacdo inversamente proporcional entre o aparecimento das
lesBes erosivas e a espessura da pelicula, cuja regido de maior espessura geralmente
é a face lingual dos dentes anteriores inferiores (regido constantemente banhada pela
saliva excretada pelas glandulas submandibulares e sublinguais) e a de menor
espessura geralmente é a superficie lingual anterior superior (Amaechi et al., 1999;
Vukosavljevic et al., 2014). A regido lingual anterior e posterior do arco inferior com a
maior espessura de pelicula formada in situ se mostrou menos susceptivel ao
aparecimento da erosdo, apés a exposi¢ao in vitro em suco de laranja por 2 horas, do
gue a regido lingual anterior superior, cuja pelicula formada in situ era mais fina (Lussi
et al., 2004).
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A presenca ou quantificacdo das proteinas salivares € comumente realizada
por meio de microscopia eletronica de transmissao (Lendenmann et al., 2000; Hannig
M,Balz, 2001) ou varredura (Lendenmann et al., 2000), ensaios protedmicos com
eletroforese (Siqueira et al., 2012a; Martins et al., 2013) ou cromatografia liquida de
fase reversa associada a espectroscopia de massa (Hu et al., 2005; Delecrode et al.,
2015a; 2015b). Existe ainda na literatura evidéncias suportando o uso da
espectroscopia infravermelha transformada de Fourier (FTIR) para identificacdo de
proteinas salivares (Imai,Tamaki, 1999; Elangovan et al., 2007; Lubarsky et al., 2012;
Caetano Junior et al., 2015; Mikkonen et al., 2016).

A espectroscopia infravermelha transformada de Fourier utiliza absorgéo de
energia na regido do infravermelho para identificar compostos, por meio da
absorbancia ou transmitancia da energia das ligacdes quimicas neles presentes. E
uma técnica relativamente simples, de alta sensibilidade, ndo destrutiva, com rapida
aquisicao de dados e requer baixa quantidade de amostras (no caso de saliva, por
exemplo, alguns microlitros séo suficientes) (Caetano Junior et al., 2015).

A andlise da saliva utilizando esta técnica mostra bandas de absorbéancia na
regido entre 1500-1750 cm* referentes a proteinas, e muitas vezes entre 1050-1200
cm'l para carboidratos (Mikkonen et al., 2016). A analise da formacé&o de pelicula
adquirida utilizando essa técnica visa quantificar a absorbancia nos picos de amida |
(1648 cm™) e amida Il (1516 cm™) (Caetano Junior et al., 2015), presente em proteinas
salivares. Trabalhos como o de Imai e Tamaki (1999), por exemplo, utilizaram essa
técnica para a quantificdo da formacao de pelicula adquirida em materiais de préteses
totais e cristais de hidroxiapatita, avaliando os picos de amida | e Il (Imai, Tamaki,
1999). Lubarsky et al. (2012), por sua vez, também avaliaram as regibes de
absorbéancia das ligacdes de amida | e Il para quantificar a remocao de proteinas da

superficie do esmalte.

2.3 Influéncia do fluoreto de s6dio no desenvolvimento da eroséo

Os fluoretos séo reconhecidamente capazes de induzir a remineralizacéo e

reduzir significantemente a desmineralizacdo dos tecidos orais duros nos meios
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levemente acidos em que ocorrem nos desafios cariogénicos (Buzalaf et al., 2012).
No entanto, no caso da erosdo dental, a efetividade do flior na sua prevencao e
tratamento tem sido questionada (Huysmans et al., 2014).

A acao dos fluoretos na erosdo dental tem sido primariamente atribuida a
formacao de precipitados similares ao fluoreto de célcio (CaFz) nas superficies dentais
(Petzold, 2001; Lussi et al., 2004; Magalhaes et al., 2009b). A formacdo de camadas
desses precipitados de CaF: e seu efeito protetor dependem do pH, da concentragéo
de flior e do tipo de sal de fluoreto presente no agente fluoretado (Magalhaes et al.,
2009b). Petzold (2001) avaliou a precipitacdo de fluoreto de sédio e fluoreto de amina
a 0,1% em pH &cido (4,5) sobre o esmalte humano e observou a deposi¢cdo de
precipitados de fluoreto de célcio, cobrindo o espécime com uma fina camada apos
60 segundos de contato dele com a solucéo fluoretada.

Embora seja controverso se essas particulas se formam in vivo, acredita-se
que tais precipitados formam uma barreira que funcionaria como uma adi¢cao mineral
a ser dissolvida durante o ataque acido, antes de chegar ao esmalte adjacente (Ganss
et al., 2001; Lussi,Jaeggi, 2006a). Acredita-se também que os precipitados de fluoreto
de calcio se adsorvam a superficie do esmalte e da dentina e liberem ions fldor ao
longo do tempo. No entanto, a solubilidade desses precipitados € instavel e pequenas
variacbes na sua composi¢cdo quimica poderiam ser suficientes para afetar a
disponibilidade de fluoretos em longo prazo (Petzold, 2001).

O real efeito protetor desses fluoretos na erosédo dental ainda ndo esta
totalmente esclarecido (Larsen,Richards, 2002; Magalhaes et al., 2007), uma vez que
esses depositos similares ao CaF2 sdo supostamente dissolvidos em contato com a
maioria dos acidos presentes em bebidas (Larsen,Richards, 2002).

A maioria dos estudos que focam no efeito protetor do fllor contra a eroséo
dental tem empregado compostos fluoretados usados por muito tempo no combate a
carie, como fluoreto de sodio (NaF) e o fluoreto estanhoso (SnFz) (Magalhaes et al.,
2009b). Os veiculos de entrega do flior mais comumente utilizados sdo os dentifricios
e 0S enxaguatorios orais, com concentracdo usual de 1100 a 1500 ppm para 0s
primeiros e de 225 ppm para o0s enxaguatorios (Rugg-Gunn,Banoczy, 2013).
Solugdes, géis e vernizes com maiores concentracdes podem ser encontrados para
uso e aplicagcado profissional (Huysmans et al., 2014). Estudos mostram que

dentifricios fluoretados tem um efeito benéfico contra a erosédo dental (Moron et al.,
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2013; Magalhaes et al., 2014), no entanto a prevaléncia da erosdo tem aumentado
mesmo com o uso desses dentifricios (Ganss et al., 2013; Lussi,Carvalho, 2014).

Em estudos testando dentifricios, as formulacdes sdo usualmente produzidas
na forma de suspensbes com concentracdo de fluoreto entre 250 e 500 ppm,
dependendo da concentracao de flior e do fator de diluicdo (Huysmans et al., 2014).
Esse fator de diluicdo busca simular a diluicdo do dentifricio com a saliva que ocorre
no momento da escovacao, e usualmente é feita na proporcédo de 1:3 (uma porcao de
suspensao para 3 de agua destilada) (Duke,Forward, 1982; Turssi et al., 2010).

N&o h& um consenso na literatura a respeito da concentracéo do fluoreto de
sédio eficaz contra o desgaste erosivo do esmalte, e nem se maiores concentracées
promovem maior protecdo. Tratamentos com verniz fluoretado (2,26%) por 24 horas
e enxaguatorios orais (1,2%) por 48 horas realizados previamente a ciclos erosivos
mostraram protecao in vitro contra erosao (Sorvari et al., 1994). Moron et al. (2013)
avaliaram o efeito protetor in vitro de diferentes concentracdes de flior em dentifricios,
com concentracfes de 0, 550, 1100 e 5000 ppm e verificaram que a presenca de
fluoreto de sdédio foi eficaz na reducdo do desgaste erosivo comparado ao grupo
placebo (0 ppm). Corroborando, o estudo de Magalhaes et al. (2007) também mostrou
gue a escovacao ex vivo do esmalte imediatamente apds ao desafio erosivo com um
dentifricio com 1100 ppm de fluoreto de sédio apresentou um efeito benéfico
comparado a um dentifricio ndo fluoretado. O estudo de Jones et al. (2014) demostrou
gue o uso de dentifricios com 5000 e 1100 ppm de fluoreto de sddio tem efeito protetor
similar no desgaste do esmalte. Scaramucci et al. (2013) em estudo in vitro também
concluiram que o fluoreto de sédio foi capaz de reduzir o desgaste erosivo/abrasivo
do esmalte, mas o uso de fluoreto de sodio na concentracdo de 5000 ppm nao
promoveu maior protecao do que a concentracdo convencional de 1100 ppm. Estudos
in situ utilizando altas concentracdes de fluoreto de sédio na forma de gel (maior que
10000 ppm), também se mostraram eficazes na redugdo da progressdo de lesbes
erosivas (Lagerweij et al., 2006; R6zanska, 2015)

Alguns produtos de higiene oral, como enxaguatorios, exibem um baixo pH na
sua formulacao para manter a estabilidade de alguns dos seus compostos, dentre eles
o flior, e também favorecer a incorporacao de fluoreto de célcio na estrutura dental
(Hellwig,Lussi, 2006). Embora possuam um baixo pH, o estudo in situ de Lussi and

Jaeggi (2001) compararam diversos produtos de higiene oral com bebidas e alimentos
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acidos e observaram que a maioria dos produtos testados ndo reduziu a microdureza
do esmalte. Os autores sugeriram que apdés o uso dos produtos acidos, o tecido
mineral sofreu pequena dissolucdo, elevando o pH do meio e possibilitando a
precipitacdo de hidroxiapatita fluoretada (Lussi,Jaeggi, 2001). No entanto, o estudo de
Moron et al. (2013) previamente citado testou dentifricios experimentais contento
fluoreto de sddio (0, 500 e 1100 ppm), com pH &cido (4,5) e neutro (7,0) e ndo verificou
diferenca no efeito protetor do fluoreto de sédio em ambas situagdes.

Existem ainda tentativas de se melhorar a efetividade do NaF, combinando-o
com outros agentes, visando melhorar a eficacia protetora contra agentes erosivos.
Borges et al. (2014) testaram o uso de uma solucao de lactato de calcio previamente
a aplicacdo de solucdes de NaF in vitro e verificaram um aumento na precipitacao de
flor na superficie dental, porém concluiram que essa precipitacdo nao foi suficiente
para promover redugdo na perda de estrutura frente a desafios erosivos comparada
com o NaF utilizado isoladamente. A adicdo de CPP-ACP (casein phosphopeptide-
amorphous calcium phosphate) ao fluoreto de sédio na forma de dentifricio em baixas
e altas concentracdes (1450 e 5000 ppm) também ndo se mostrou eficaz in vitro na
reducdo da erosdo do esmalte, comparado ao fluoreto de sédio sozinho (Amaral et al.,
2014). No estudo in vitro de Moezizadeh and Alimi (2014) o uso de dentifricios com
associacao do CPP-ACP mostrou efeito protetor contra desafio erosivo comparado ao
grupo controle, que ndo recebeu tratamento, no entanto, mostrou resultados inferiores
comparado ao enxaguatério contendo 0,2% de NaF (Moezizadeh,Alimi, 2014). Ja a
adicdo de arginina e carbonato de calcio (tecnologia Pro-Argin) a um dentifricio com
1450 ppm de fluoreto de sédio na forma de monofluorfosfato de sédio se mostrou
eficaz na protecdo contra desafios erosivos comparado ao monofluorfosfato de sddio
(1450 ppm) sozinho (Sullivan et al., 2014). Joiner et al. (2014) testaram a associa¢ao
de silicato de célcio e fosfato com 1450 ppm de fluoreto de s6dio em um sistema dual
de aplicacéo de gel e dentifricio e observaram que produtos de higiene oral contento
silicato de célcio, sais de fosfato e fluoreto de sédio tem agéo positiva no reparo de
esmalte desmineralizado por desafio erosivo.

Outros compostos fluoretados tém sido testados nos estudos de prevencéo e
tratamento da erosdo dental, apresentando resultados favoraveis. Alguns exemplos
sao o fluoreto de amina (AmF), o tetrafluoreto de titanio (TiF4) e o fluoreto de estanho

(SnF2) (Ganss et al., 2008; Magalhaes et al., 2009a; 2011). Formulagbes com esses
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fluoretos, em especial o SnFz2 e o TiFs, tém apresentado melhores evidéncias de
efetividade, pela capacidade de formar precipitados resistentes a dissolu¢do acida
sobre o esmalte (Buzalaf et al., 2014). Estudos laboratoriais com o TiF4 indicam que
este € um agente promissor, especialmente na forma de verniz, no entanto sua
eficcia depende de um baixo pH, requerendo cuidados especiais na sua aplicacao e
inviabilizando a auto aplicacéo pelo paciente (Comar et al., 2013). Estudos clinicos
futuros precisam ser conduzidos para avaliar diferencas no desempenho das
diferentes formas de aplicacdo e condutas clinicas a serem tomadas, além de
confirmar os resultados laboratoriais prévios. A associagcdo do SnF2 com alguns
detergentes (como o LSS) tem sido associado com alteracdes de cor dos tecidos
duros e moles (Veeregowda et al., 2011), porém estudos adicionais especificos para

isso devem ser realizados.

2.4 Produtos de higiene oral - agentes tensoativos

A interacao entre a pelicula adquirida e agentes antierosivos tem alto potencial
de interesse na area da pesquisa. A associacdo desses agentes com produtos de
higiene oral tais como os dentifricios tem sido estudada com o objetivo de melhorar a
protecdo do esmalte e dentina contra a erosao.

Detergentes sao incorporados na composicao dos dentifricios com intuito de
aumentar seu poder de limpeza, e sdo classificados como tensoativos ou agentes
surfactantes (traducdo livre do inglés surfactant: surface active agent). Mesmo
possuindo grande variacdo ha composi¢ao quimica, 0s tensoativos apresentam em
comum moléculas de dupla afinidade, com uma parte polar hidréfila e outra parte
apolar hidréfoba (Salager, 2002).

Quando se ligam a superficies solidas, os tensoativos tem a capacidade de
alterar sua tensao superficial (Nihei et al., 2013). A adesao da placa bacteriana, por
exemplo, é afetada pela energia livre na superficie dos substratos, com relato na
literatura de um aumento da adesdo de bactérias em superficies dentais com altas
taxas de energia livre quando comparados aquelas com pouca energia livre (Nihei et

al., 2013). Em geral, o aumento da energia de superficie provoca a diminuicdo do
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angulo de contato, permitindo que os liquidos se espalhem melhor por ela. A essa
capacidade de espalhamento do liquido, da-se o nome de molhabilidade. Uma das
formas de se medir a capacidade de molhamento de superficies € por meio da
mensuracao do angulo de contato formado entre uma gota de agua com a superficie
a ser estudada. O angulo de contato é definido como o angulo entre um plano tangente
a uma gota do liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra
depositado. Um angulo de contato mais proximo a 0° demostra afinidade quimica entre
a superficie e o liquido, com consequente espalhamento deste. No entanto, angulo de
contato superior a 90° demostra baixissima afinidade entre o liquido e a superficie
sélida, sendo que o angulo de 180° demostra nenhuma interacdo entre liquido-
superficie (Ogeda, 2010). Assim, em resumo, o angulo de contato € uma medida
indireta da energia livre de superficie de uma superficie sélida, indicando a capacidade
de molhabilidade de um sd6lido, sendo uma inversamente proporcional a outra (Yilmaz
et al., 2011).

Alguns estudos demonstraram que 0s tensoativos presentes em produtos de
higiene oral, como dentifricios, afetam as propriedades de adsorcdo de filmes
salivares em cristais de hidroxiapatita (Veeregowda et al., 2011) e no esmalte dental
(van der Mei et al., 2002). O estudo in vitro de van der Mei et al. (2012) demonstrou
que existe uma relacdo entre a energia de superficie do esmalte dental e a formacao
de filmes salivares. Esses filmes salivares utilizados no estudo constituiam de saliva
humana dialisada. Nesse estudo os autores mostraram a dindmica de ligacdo que
ocorre entre os constituintes salivares e o esmalte dental por meio de interacdes
polares-apolares e concluiram que o meio bucal sofre constantes alteracbes com
relacdo a energia de superficie (do esmalte) quando dentifricios sao utilizados,
podendo, portanto, alterar a dinadmica de formacéo dos filmes salivares. O estudo de
Busscher et al. (2003), utilizou eletroforese e mostrou que a exposic¢ao da pelicula ao
Lauril Sulfato de Sodio (LSS) ou ao fluoreto de sodio ndo altera a sua mobilidade, ou
seja, ambos 0s agentes ndo alteram a energia de superficie a ponto de alterar a
formacao da pelicula.

De acordo com seu grupo hidrdfilo, os tensoativos séo classificados em quatro
tipos: anidnicos, catidnicos, ndo-idnicos e anfotéricos (Nihei et al., 2013). Os anibnicos
possuem um ou mais grupamentos funcionais que em solugéo aquosa se ionizam e

fornecem ions organicos carregados negativamente (anions). Um exemplo desse tipo
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de agente € o Lauril Sulfato de Sédio (LSS). Os agentes catibnicos fornecem ions
organicos carregados positivamente (cations) ao ionizarem em solugdo aquosa
(Salager, 2002), e quando adicionados em dentifricios podem exibir caracteristicas
antibacterianas. Esse tipo de tensoativo possui baixa utilizacdo em dentifricio, pelo
alto custo, e um exemplo seria o Cloreto de Cetilpiridinio (Joiner, 2007). Os anfotéricos
apresentam em sua estrutura tanto um radical aniénico, como um cationico, de forma
gue o pH da solucéo aguosa é que determina sua caracteristica: geralmente em baixo
pH eles se comportam como catiénicos e em alto pH, como anidnicos (Salager, 2002).
Um exemplo desse tipo de tensoativo € o Cocoamidopropil Betaina (CAPB), que se
apresenta em forma de ion interno com um atomo de nitrogénio quaternario de carga
positiva e um grupo acetato com carga negativa. O CAPB € o agente anfotérico mais
comum e de maior uso no mundo, exibindo importantes propriedades superficiais, tais
como diminui¢do da tensdo superficial e aumento da molhabilidade de superficies,
além de ser baixo irritante celular, sendo muito utilizado como cotensoativo em
diversas formulagcbes de shampoos, detergentes, sabonetes e cremes dentais
(Staszak et al., 2015). Os tensoativos nao-idnicos sdo aqueles que nao se ionizam em
solugdes aquosas, e, portanto, tem carga neutra; um exemplo é o Polisorbato 20,
comercialmente conhecido como Tween 20 (T20). Este é composto por ésteres de
acidos graxos do sorbitol de polioxietileno, sendo que a natureza hidréfoba é dada por
cadeias de hidrocarbonetos e a natureza hidroéfila, pelas subunidades do éxido de
etileno (Kerwin, 2008).

O LSS é o tensoativo aniénico mais comumente utilizado em dentifricios e tem
um conhecido efeito anti-biofilme, porém especula-se que pode interferir na
associacao do flior com o esmalte dental (Zero, 2006). Ainda, indaga-se que o LSS
pode causar um retardo na formacao de pelicula adquirida sobre o esmalte (Rykke et
al., 1990). Veeregowda et al. (2011) avaliaram a interacdo do LSS com o NaF e o
SnF2 e observaram que os ions Na* nao permitiram as ligacdes cruzadas na formacao
de pelicula, formando um filme mais fino e menos capaz de proteger cristais de
hidroxiapatita contra a desmineralizacdo. J& o estanho (Sn*) permitiu a formacéo de
tais ligacbes e promoveu a formacdo de um filme mais espesso com melhor
capacidade protetora. O sulfato dodecil de s6dio é um agente tensoativo anionico
como o0 LSS, e estudos indicam que mesmo em baixas concentragdes (0,1, 0,25, 0,5

e 2%) ele possui capacidade de remover toda pelicula adquirida formada in situ e in
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vitro sobre o esmalte (Svendsen et al., 2008). No entanto o estudo de Jones et al.
(2014) mostrou que os tensoativos anionicos derivados do dodecil fosfato (dodecil
fosfato de sodio e dodecil fosfato de potassio) foram capazes de evitar um aumento
da dissolucdo do esmalte exposto ao acido, mesmo promovendo maior remocao da
pelicula adquirida formada in situ. Segundo os autores, isso pode ter ocorrido devido
a um possivel efeito protetor dos tensoativos, que se adsorveram sobre o esmalte,
funcionando como uma barreira protetora contra desmineralizacdo enquanto a
pelicula adquirida estava sendo formada apds exposi¢cao a acidos.

Ha na literatura muitos relatos sobre os efeitos negativos do LSS considerado
irritante da mucosa oral (Moore et al., 2008). Embora haja relatos do CAPB causando
queilite em alguns pacientes (Agar,Freeman, 2005), ele é considerado menos irritante
da mucosa do que o LSS (Rantanen et al., 2002) e tem sido escolhido como agente
tensoativo de alguns dentifricios. Até o presente momento, pouco se sabe sobre o
efeito de agentes tensoativos, em especial o LSS, o CAPB e o T20, na formagéo da

pelicula adquirida, e sua influéncia no desenvolvimento da eroséo dental.

2.5 Metodologias usadas no estudo da eroséao

Grenby (1996) considera fundamental para o entendimento da erosao dental
0 uso combinado de metodologias distintas, permitindo a adequada mensuracao das
alteracdes erosivas em diferentes estagios. Como ja foi extensivamente discutido, a
desmineralizacdo causada pela erosdo produz dois padrdes distintos: formacéo de
uma superficie amolecida (softening) seguido da perda de estrutura; portanto
metodologias especificas devem ser utilizadas na investigagdo de cada uma dessas
fases (Attin, 2006; Attin,Wegehaupt, 2014). Varios métodos tém sido utilizados no
estudo do potencial de desmineralizacdo do esmalte erodido. Técnicas diretas medem
perda mineral por meio de analises quimicas e microradiografias. Métodos indiretos
determinam outras caracteristicas fisicas do esmalte, tais como microdureza ou
perfilometria (Attin et al., 2000; Eisenburger et al., 2001; Young,Tenuta, 2011).

E conhecido que a perda de estrutura do esmalte in vivo ocorre em maior

tempo do que em situagdes erosivas in situ e in vitro, que envolvem ciclos repetidos
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de desmineralizacdo/remineralizacdo (Brevik et al., 2013). Os controles clinicos
randomizados sao considerados estudos padréo ouro (West et al., 2011), no entanto,
a deteccao da perda de estrutura do esmalte in vivo requer monitoramento sistematico
e a sua quantificacdo ainda € um desafio, pois os métodos analiticos disponiveis
atualmente envolvem, por exemplo, exposi¢cdes prolongadas a radiacéo (raios-X ou
microtomografias) ou mensuracbes destrutivas (andlise de microdureza ou
perfilometria) (West et al., 2011; Brevik et al., 2013). Além disso, a maioria dos
dispositivos e equipamentos disponiveis para deteccédo de perda mineral requerem o
preparo de amostras especificas, por isso a maioria dos estudos que avaliam as
alteracdes erosivas e erosivo-abrasivas nos tecidos minerais orais é realizada in vitro
ou in situ (Attin, 2006; West et al., 2011; Attin,Wegehaupt, 2014).

Modelos in situ e in vitro sdo criados na tentativa de superar os desafios
impostos pelos estudos in vivo e ainda fornecer respostas significativas que reflitam o
que ocorre na cavidade oral. As vantagens desses modelos de estudos sao a
possibilidade de implementacédo de controles padronizados, o isolamento de variaveis
e uso de tecnologias de mensuracéo precisas para determinar pequenas perdas de
estruturas. Embora os estudos in situ permitam replicar as variacées biolégicas que
influenciam a erosao, os estudos in vitro apresentam como vantagens a possibilidade
de serem executados em curtos periodos de tempo, requererem menor nimero de
operadores e evitarem a necessidade de participantes, além de permitirem que o
pesquisador analise diversas variaveis simultdaneas que definem a trajetoria de um
futuro estudo clinico (West et al., 2011).

Muitos dos métodos descritos na literatura fazem uso de superficies dentais
polidas, removendo cerca de 100 um do esmalte, incluindo sua superficie aprismatica,
permitindo assim criar areas de referéncia e uma melhor precisdo na mensuracdo dos
defeitos induzidos pelo processo erosivo (Attin, 2006; West et al., 2011). No entanto,
como a camada superficial mais mineralizada é removida, pode-se resultar em um
efeito exacerbado das condi¢bes testadas. Para o monitoramento das alteragGes
erosivas que ocorrem nas superficies dentais em um determinado periodo de tempo,
muitas vezes se faz necessario a fixacdo do espécime nos dispositivos de
mensuragao para que sua posicao seja reprodutivel, de forma que quanto menor for

a perda mineral, mais importante é esse aspecto (Attin, 2006).
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Os desafios acidos promovidos nos estudos in vitro e in situ sédo geralmente
realizados ex vivo e algumas variaveis devem ser levadas em consideracao, tais como
o tipo de agente erosivo (acido derivado de bebidas, como o citrico, ou derivado do
acido cloridrico em simulacdo de erosao intrinseca); a presenca de um controle
positivo; o pH do agente erosivo; a presenca de agitacdo; a constancia da composicao
dos agentes erosivos, garantindo que ndo ocorra sua supersaturacao; a temperatura;
e a duracao do desafio erosivo (Shellis et al., 2011).

Na cavidade oral, o contato dos tecidos dentais com o substrato acido é
geralmente limitado a alguns segundos antes dele ser eliminado pelo clearance da
saliva (Attin,Wegehaupt, 2014). Portanto, em condi¢des naturais, as lesdes erosivas
primarias criam uma perda mineral muito pequena, possivelmente na escala
nanométrica (Attin, 2006). Nos estudos laboratoriais in vitro, geralmente s&o
realizados desafios erosivos na forma de ciclos a fim de mimetizar os procedimentos
diarios (West et al., 2011). No entanto, a exposi¢cdo 4cida nesses ciclos costuma ser
exagerada para permitir a mensuracdo cumulativa do desgaste erosivo no final do
estudo (Barbour et al., 2011; Wiegand,Attin, 2011; Hara et al., 2013). A duracédo da
erosdo em estudos in vitro varia entre 15 segundos a 40 minutos por ciclo, sendo a
maioria dos tempos de imerséo escolhido entre 1 a 5 minutos (Wiegand,Attin, 2011).
Para estudos in vitro, acredita-se que a exposi¢cao ao acido por 10 minutos simula a
ingestao de 10 ml de uma bebida acida, mantendo-a na boca por 15 segundos antes
de degluti-la, e esperar outros 15 segundos para ingeri-la novamente, repetindo esse
processo por 39 vezes. Este ciclo simularia a ingestao regular de 400 ml de uma
bebida durante 20 minutos, e € considerado um comportamento de alto risco para o
desenvolvimento de lesdes erosivas (Morge et al., 1989; Hara et al., 2006b).

As alteracdes na superficie do esmalte que levam a formacédo do softening
tém sido caracterizadas na maioria dos estudos como uma reducéo da microdureza
(Attin,Wegehaupt, 2014). Este método consiste em produzir micro identagdes na
superficie do esmalte (ou da dentina) com uma pequena ponta de diamante de
dimensdes geométricas previamente conhecidas, com carga e tempo pré-
determinados (Attin, 2006; Schlueter et al., 2011; Shellis et al., 2011). As pontas de
diamante mais utilizadas no estudo da erosdo sdo a Knopp e a Vickers, sendo a
primeira rombdide e a segunda com formato tetra-piramidal (Attin, 2006). Os valores

de dureza do esmalte dependem da técnica utilizada e ndo podem ser considerados
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constantes. Os valores obtidos com ponta Knoop, por exemplo, sao inversamente
proporcionais a carga utilizada (maiores cargas determinam menores valores de
dureza) (Lussi et al., 2011). Dessa forma, a comparacao entre diferentes estudos deve
sempre levar em consideracédo a técnica de mensuracao utilizada.

Para que sejam produzidas indentacdes com bordos bem definidos é
recomendado que as superficies dentais a serem analisadas estejam polidas antes
das leituras iniciais e posicionadas perpendicularmente ao longo eixo do indentador
(Schlueter et al., 2011). Para dureza Knoop, a carga recomendada no esmalte é de
50 g (0,49N) (Attin, 2006), permitindo que o diamante Knoop penetre em torno de 1,5
um do esmalte higido (Schlueter et al., 2011). Este método € interessante por permitir
a avaliacdo da erosdo em estagios iniciais, mesmo com pouco tempo de exposi¢ao
das superficies dentais ao acido (Nekrashevych,Stosser, 2003; Attin, 2006; Shellis et
al., 2011). Uma importante limitagcdo do método de microdureza é a necessidade de
bordos bem definidos na endentagdo. Substratos muito erodidos produzem
indentacdes com bordos irregulares, tornando sua mensuracao imprecisa (Schlueter
et al., 2011).

O método da microdureza so € viavel para mensuracao da erosao inicial, de
forma que na persisténcia ou recorréncia do desafio acido a estrutura dental se perde.
A perfilometria € um método viavel na quantificacdo da perda de superficie e na
obtencdo de sua rugosidade, podendo ser realizada tanto pelo escaneamento 6tico
com laser ou por contato por meio de uma ponta metalica ou de diamante com
dimensodes de 2-20pum (Attin, 2006; Schlueter et al., 2011). Os aparelhos a laser tém
a vantagem de digitalizar toda a superficie e gerar uma imagem tridimensional da
superficie, além de possuirem melhor resolu¢cdo que os aparelhos por contato.
Embora a literatura defina que o perfildometro de contato tenha resolucdo para detectar
perda minima de superficie de 1um (Attin, 2006), Attin and Wegehaupt (2014) citam
que o limite de deteccdo deveria ser maior do que a rugosidade apresentada pelo
espécime erodido (em torno de 0,4 um na superficie do esmalte), e Hooper et al.
(2003) conseguiram detectar perdas em torno de 0,5 um. Em se tratando de medidas
muito pequenas e precisas, 0 polimento das amostras também € preconizado nessa
metodologia (Schlueter et al., 2011).

Como um método para avaliacdo da perda de estrutura, a perfilometria exige

alguns cuidados no preparo da amostra, como por exemplo, a protecdo de uma parte
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da superficie durante o desafio erosivo a fim de criar uma regido referéncia para o
pesquisador (Schlueter et al., 2011). Para isto, geralmente se utiliza esmalte para
unhas ou fita adesiva em sitios das amostras com o intuito de protegé-los do contato
com o acido. Apdés o desafio erosivo essa fita adesiva ou esmalte para unhas é
removido da superficie da amostra e as leituras sdo realizadas. Utilizando essa
metodologia observa-se no perfil uma espécie de degrau entre a area protegida e a
erodida. Uma das limitacbes desse método € a necessidade de uma correta
planificacdo das amostras (Schlueter et al., 2011), uma vez que o esmalte apresenta
uma curvatura natural, e a ndo eliminagéo dessa curvatura pode levar a mensuragoes
subestimadas de perda de estrutura.

No entanto, também € possivel a comparacdo de um perfil inicial (baseline)
com um perfil final utilizando programas computacionais que permitem a sobreposicéo
deles (Attin, 2006). Nesse ultimo caso, se faz necessario o embutimento da amostra
com um material 4cido-resistente (como resina acrilica ou epoxi) e a criacéo de sulcos
de referéncias que facilitam a sobreposicdo dos perfis. Ainda, € preciso criar
dispositivos que garantam o reposicionamento das amostras na mesma posicao inicial
(baseline), para que as leituras ocorram no mesmo lugar (Attin et al., 2009). Dessa
forma, a perda é mensurada pela comparacéo da distancia vertical entre o perfil inicial
e o final (Schlueter et al., 2010). Uma das vantagens das mensuragcdes usando o
reposicionamento € a possibilidade de compensar pequenas inclinacbes das
amostras, uma vez que a perda é obtida por meio da diferenca do perfil inicial com o
final.

A quantificacdo dos processos erosivos € extremamente importante nos
estudos de erosdo, uma vez que métodos qualitativos (como microscopia eletronica
de varredura, de transmisséao e confocal) sdo mais sensiveis a variacdes do operador
(Attin, Wegehaupt, 2014). No entanto, alguns cuidados devem existir guando métodos
guantitativos sdo utilizados, tais como a calibracdo do aparelho e o operador, e a
padronizacdo das amostras. Embora os limites de detecc¢éo e preciséo dos aparelhos
utilizados dependam do substrato analisado, os métodos para mensuracdo devem
apresentar um coeficiente de variacdo menor que 10% dentro de um mesmo estudo
(intra-estudo) e, com o passar do tempo, o aparelho de mensuragcéo deve manter um
coeficiente de variacdo menor que 20% (inter-estudo) para um mesmo substrato

(Attin, 2006). Variacdes maiores que 20% inter-estudo podem indicar a necessidade
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de calibragdo ou manutencéo do aparelho, e maiores que 10% intra-estudo indicam a
necessidade de substituicdo da amostra (Attin,Wegehaupt, 2014).

2.6 Uso de Dentes Bovinos em Pesquisa

Dentes humanos perdidos principalmente por doenca periodontal, terceiros
molares e pré-molares extraidos com finalidade ortodéntica sdo os mais usados em
pesquisas. No entanto, fatores como a melhora nas condi¢des de saude bucal, maior
fiscalizacdo com relacdo ao uso de tecidos humanos para pesquisa, envolvendo a
aprovacao desses estudos em comités de ética, além da demanda de mais tempo,
aumentam a dificuldade em obté-los para pesquisa (Castanho et al., 2011; Laurance-
Young et al., 2011). Por essas razfes, busca-se alternativas para estudos in vitro, e
dentes bovinos tem sido a opcdo mais frequentemente usada (Castanho et al., 2011).

Dentes de mamiferos sdo mais adequados do que de outros animais quando
em substituicdo aos de humanos, pois sua morfologia e composi¢céo sao similares,
apesar de 6bvias diferencas anatdmicas e de permeabilidade (Reis et al., 2004).
Dentes de caes e macacos sao usados em estudos in vivo, no entanto, as condicdes
de adesado e composicao dos dentes bovinos séo de facil padronizacdo, tornando-os
preferidos em estudos in vitro (Reis et al., 2004; Castanho et al., 2011; Anido-Anido et
al., 2015). Somado a isso, esses dentes ainda sdo de facil acesso, grande
disponibilidade, auséncia de céaries e tamanho favoravel a procedimentos técnicos
(Fonseca et al., 2004; Soares et al., 2010; Yassen et al., 2011).

Em revisdo de literatura comparando o uso de dentes bovinos como
substitutos humanos em pesquisas, Yassen et al. (2011), concluiram que os dados na
literatura sdo inconsistentes e as diferencas morfolégicas, de composicédo quimica e
propriedades fisicas devem ser consideradas durante a interpretacdo de resultados
obtidos em qualquer experimento usando dentes bovinos para obtenc¢éo de resultados
clinicos. Esses resultados sdo compativeis com aqueles encontrados por Schilke et
al. (2000), Barreto (2009), Soares et al. (2010) e Anido-Anido et al. (2012).

A erosao do substrato dental, independente da espécie, € um processo

multifatorial, dependendo do pH, pKa, concentracdo e tipo do &acido e tempo de
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exposicado. A possibilidade da utilizagdo de substratos dentais alternativos prové
melhores indicagcdes do comportamento do esmalte perante processos erosivos do
que se tinha conhecimento (Laurance-Young et al.,, 2011). Os incisivos bovinos
permitem que varios espécimes sejam obtidos de um mesmo dente, de forma que elas
podem ser alocadas em diferentes grupos aumentando o poder de comparacao entre
eles (Wiegand,Attin, 2011). Ainda, Rios et al. (2006) encontraram uma relacéo direta
para o esmalte humano e bovino com relacdo a perda de estrutura e reducdo de
microdureza apods desafio erosivo in situ/ ex vivo. Os autores discutem que embora o
esmalte bovino seja mais poroso e tenha menor conteido mineral, o comportamento
dele comparado ao humano foi similar, e que a saliva humana foi capaz de reduzir a
perda mineral e o desgaste em ambos substratos.

Embora as evidéncias empiricas sugiram diferencas entre o esmalte humano
e bovino, elas ndo devem excluir seu uso em pesquisas in vitro. No entanto, o
pesquisador deve sempre levar em consideracao as diferencas da dieta, do meio e da
genética entre o0 substrato alternativo e o0 substrato humano no momento da

interpretacdo dos resultados (Attin et al., 2007; Laurance-Young et al., 2011).
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3  PROPOSICAO

A proposta do presente estudo € avaliar a influéncia de diferentes tensoativos
frente a formacao e efeito protetor da pelicula adquirida, além da interagdo com o
fluoreto de sédio no desenvolvimento da erosdo dental, bem como avaliar se tais

agentes influenciam na energia de superficie do esmalte dental.

3.1 Objetivos Especificos

a) Avaliar se os tensoativos em diferentes concentracdes alteram a energia
de superficie do esmalte dental;

b) Avaliar se os tensoativos em diferentes concentragdes influenciam a
formacao da pelicula adquirida;

c) Avaliar se os tensoativos em diferentes concentracdes alteram o efeito
remineralizador e protetor do NaF na erosao inicial do esmalte;

d) Avaliar se os tensoativos em diferentes concentracdes, alteram o efeito
protetor do NaF no desgaste erosivo do esmalte;

e) Avaliar se os tensoativos em diferentes concentracfes alteram a adsorcéo
do flior na superficie do esmalte.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

4.1.1 Unidade Experimental

Foram utilizadas 273 amostras de esmalte bovino

4.1.2 Fatores em estudo

a) Tensoativos — 4 niveis:

Lauril Sulfato de Sodio (LSS),
Tween 20 (T20) — Polisorbato 20,
Cocoamidopropil Betaina (CAPB)
Controle (agua ultrapurificada)

o O O O

b) Concentracfes dos agentes tensoativos — 2 niveis:
o 1,0%
o 1,5%

c) Associagdo com Fluoreto de Sadio (275 ppm) — 2 niveis:
o Presenca de Fluoreto de Sédio
o Auséncia de Fluoreto de Sadio

4.1.3 Variaveis Resposta

Angulo de contato da superficie do esmalte; absorbancia de proteinas na
superficie do esmalte; microdureza da superficie do esmalte; analise de perfilometria

da superficie do esmalte; analise dos niveis de flior adsorvido ao esmalte.



a7

4.1.4Metodologias

Ensaio de goniometria para mensuracao do angulo de contato; quantificacao
de proteinas por espectroscopia infravermelha transformada de Fourier (FTIR); ensaio
de microdureza Knoop; ensaio de perfilometria de contato; deteccao do fltor adsorvido

ao esmalte com eletrodo sensivel a este ion.

4.2 Comité de ética

A presente pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa com
Animais do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Faculdade de Odontologia de S&o
José dos Campos - UNESP, por envolver o uso de dentes bovinos extraidos de
animais abatidos em frigorifico. O parecer emitido pelo Comité segue no Anexo A.

Também foi enviado ao Comité de Etica em Pesquisa com Humanos da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos — UNESP por intermédio da
Plataforma Brasil, por envolver o uso de saliva humana. O parecer emitido (Anexo B)
foi aprovado e recebeu nimero 367.946. O modelo do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) preenchido pelos doadores voluntarios de saliva se encontra no

Anexo C.

4.3 Ensaios Laboratoriais

Em todos os testes in vitro conduzidos neste estudo foram utilizadas amostras
obtidas a partir de dentes incisivos bovinos (Figura 1A) recém-extraidos de animais
jovens, com idade meédia de trés anos. Os dentes foram limpos com curetas
periodontais (Hu-Friedy, Chicago, USA) para remocao completa dos tecidos moles
aderidos a superficie, e, apos limpeza, foram armazenados em solucdo de timol a

0,2%, com pH 7,0, durante todo o periodo de preparo dos espécimes.
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Os dentes bovinos foram cortados transversalmente ao seu longo eixo, abaixo
da juncdo amelocementaria, para remocédo da parte radicular, com disco diamantado
de dupla face (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) (Figura 1B). A polpa dental foi
removida com auxilio de limas endodoénticas (Maillefer, Dentsply, Petropolis, RJ,
Brasil) e a camara pulpar foi irrigada com agua ultrapurificada para remocgéo de
detritos.

Figura 1 — Preparo dos incisivos bovinos

Legendas: a) dentes incisivos bovinos; b) remocédo da porcéo radicular do incisivo bovino com disco
diamantado dupla face.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2 Mensuracédo do angulo de contato - Goniometria

A alteracdo da energia de superficie provocada pelos tensoativos foi obtida
por meio da mensuracao do angulo de contato entre a 4gua e a superficie do esmalte

utilizando um goniémetro de bancada (Theta Lite, Biolin Scientific, Estocolmo, Suécia).
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4.3.2.1 Preparo das amostras para Goniometria

Apos remocado da porcédo radicular e limpeza da camara pulpar, 35 coroas
bovinas foram selecionadas e embutidas em resina acrilica (Extec Fast Cure Acrylic,
Extec Corp, Enfield, CT, USA) com auxilio de uma matriz de silicone (Figura 2A). Ap6s
a cura da resina, os espécimes foram planificados com lixas de carbeto de silicio de
granulacédo #P1200 até a exposicdo de uma area de 9 mmz2 de esmalte (Figura 2B); e
polidos com lixas de carbeto de silicio de granulacao #P2400 — 60 s e #P4000 — 120
s. A cada troca de lixa, e ap6s a Ultima, foi realizado um banho de ultrassom
(Ultrasonic Cleaner, Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), com 200 ml de agua
ultrapurificada durante 10 minutos, para remocao dos graos abrasivos e detritos na

superficie polida do esmalte.

Figura 2 — Embutimento das amostras de goniometria

Legenda: a) matriz de silicone utilizada no embutimento das coroas. b) amostras de esmalte polidas
com area de 9 mm2 exposta.
Fonte: elaborado pelo autor.

As amostras foram analisadas em estereomicroscopio (Carl Zeiss — Stemi

2000 - 10X), para descarte daquelas que apresentaram trincas e imperfeicées (Torres
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CR et al., 2012) e posteriormente armazenadas em solugcéo de timol a 0,2% para

reidratacdo (Borges et al., 2012).

4.3.2.2 Divisao dos grupos

Os 35 espécimes de esmalte bovinos foram distribuidos de forma aleatoria
em 7 grupos (n = 5), listados na Figura 3, de acordo com o tipo e a concentragéo do

tensoativo utilizada. O grupo controle foi &gua ultrapurificada.

Figura 3 — Divisdo dos grupos para goniometria

‘ Tensoativo

Legenda: LSS refere-se a Lauril Sulfato de Sédio, CAPB refere-se a Cocoamidopropil Betaina e T20
refere-se ao Polisorbato 20 (Tween 20).
Fonte: Elaborado pelo autor.

A concentracdo dos agentes tensoativos usados no estudo foi determinada
com base em dados da literatura, buscando-se concentragbes comuns para todos 0s
agentes a serem testados. Para o0 LSS, a concentragcéo presente em dentifricios deve
ser entre 0,5% e 10%, sendo preferencialmente entre 1% e 5% (Masters et al., 2012).
Ja para o CAPB, a concentracdo deve ser entre 0,2% e 2,5%, mas preferencialmente
entre 0,5% e 2,0% (Strand, 2011). Por ultimo, para o T20, a concentragdo deve ser

entre 0,2% e 5%, e preferencial entre 0,2% e 1,5% (Fisher et al., 2002).
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Assim, a concentragdo minima e maxima preferencial e comum para todos os
tensoativos testados foi de 1.0% e 1.5%. A Figura 4 ilustra o esquema de definicdo
das concentragdes.

Figura 4 — Esquema ilustrativo da definicdo das concentracdes de agentes tensoativos
gue foram usados no estudo

0% 5% 10%
05% 1% e
1
LSS :
e e eatau |
1 1
CAPB| T . :
Preferencial
02% | 15% |
T20 | — j
NS
Concentracoes preferenciais
comunsatodos—10el15%

Legenda: LSS - Lauril Sulfato de S6dio, CAPB - Cocoamidopropil Betaina e T20 - Polisorbato 20 (Tween
20).
Fonte: Elaborado pelo autor.

As caracteristicas quimicas dos tensoativos utilizados estdo dispostos no
Quadro 1.



52

Quadro 1 - Caracteristicas quimicas dos tensoativos utilizados

LSS CAPB T20
Tipo Anibnico Anfotérico N&o-iénico
Formula Quimica C12H25S04Na C19H38N203 CssH114026
Massa Molar 288,372 g/mol 342,52 g/mol 1227,54 g/mol
Densidade 1,05 g/cm3 1,05 g/cm3 1,10 g/cm3
pH solucéo (1% e 1,5%) 10,5 51 5,3
CMC 8,2 mM 0,28mM 0,08 mM
Concentracao de uso 1,0%: 36,42 mM | 1,0%: 30,65 mM | 1,0%: 8,96 mM
em peso 1,5%: 54,63 mM | 1,5%: 45,98 mM | 1,5%: 13,44 mM

Legenda: LSS — LSS refere-se a Lauril Sulfato de S6dio, CAPB refere-se ao Cocoamidopropil Betaina
e T20 refere-se ao Polisorbato 20 (Tween 20). CMC refere-se a concentragdo micelar critica.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2.3 Preparo das solucdes

As solucdes de cada tensoativo foi obtida por diluicdo em agua ultrapurificada,
sob leve agitacdo em agitador magnético, até a concentracdo de uso respectiva de

cada grupo.

4.3.2.4 Goniometria

Antes da mensuracdo do angulo de contato, as amostras foram imersas nas
solugdes respectivas de cada grupo por 2 minutos, considerado um tempo médio de
escovacao, em temperatura ambiente, e sob leve agitacdo em agitador de plataforma
horizontal (TS2000A, Biomixer). Por serem agentes comuns em dentifricios, foi
considerado para fins desse estudo o tempo médio de escovacao, ainda que abrasao
nao tenha sido realizada em nenhum momento.

Apés a imersdo nas solugdes, as amostras foram posicionadas sobre papel

absorvente para remocéao do excesso de umidade. O angulo de contato foi obtido pela
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técnica da gota séssil, a qual prevé a deposi¢cdo de um liquido (no caso, agua
ultrapurificada) na superficie de um soélido (esmalte) com auxilio de uma microseringa.

Uma lente de baixo aumento foi utilizada na mensuracéo do angulo de contato
pelo gonidmetro. As amostras secas foram colocadas na base do equipamento,
corrigindo-se o paralelismo entre a agulha e a superficie do esmalte (Figura 5A).
Entdo, uma gota de 0,5 ul de &gua ultrapurificada foi aplicada sobre a superficie do
esmalte, perpendicular a amostra (90°) e com velocidade constante. Foram realizadas
leituras de 30 segundos, com pausa inicial de 10 segundos, e 20 imagens por
segundo. A captacdo das imagens e processamento dos angulos de contato foi
realizada por um software especifico (One Attension, Biolin Scientific, Estocolomo,
Suécia). A mensuracao dos angulos direito e esquerdo foi obtida em triplicata (Figura

5B) e a média entre eles considerado para célculo das médias finais.

Figura 5 — Posicionamento das amostras e da seringa no ensaio de goniometria e
definicdo dos angulos de contato

A

Legenda: a) perpendicularismo entre a superficie do esmalte e ponta da agulha e aplicacdo da gota de
agua; b) esquema da mensuracgéo do angulo esquerdo (©e) e do angulo direito (@d) evidenciando um
angulo menor que 90°.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.2.5 Analise estatistica

A estatistica descritiva dos dados de goniometria consistiu no calculo da

média e desvio-padrao para todos os grupos. A estatistica inferencial consistiu nos
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testes de normalidade (Kolmogorov Smirnov e Shapiro Wilk) e homocedasticidade
(Levene), e no teste de ANOVA um fator (tensoativo). A diferencga entre os tensoativos
e o grupo controle foi obtida pelo teste de Dunnett e a avaliacdo do efeito da
concentracao entre os tensoativos foi realizada por meio do Teste T-Student. O nivel

de significancia adotado foi o de 5%.

4.3.3 Espectroscopia infravermelha transformada de Fourier - FTIR

A influéncia dos tensoativos na formacéao da pelicula adquirida foi avaliada por
meio de espectroscopia transformada infravermelha de Fourier (FTIR). Esta andlise

foi realizada vinculada ao Processo Fapesp 2014/06442-8.

4.3.3.1 Preparo das amostras para espectroscopia (FTIR)

As coroas obtidas a partir dos dentes bovinos foram fixadas na base do
equipamento de corte circular (Figura 6A) com a face vestibular voltada para cima
(Figura 6B). Cortes foram realizados com uma broca trefina (Figura 6C) de diametro
interno de 3 mm (Borges et al.,, 2012) a fim de gerar setenta amostras circulares
(Figura 6D).

A espessura dos espécimes foi padronizada com auxilio de um dispositivo
metalico circular, que possuia um diametro ligeiramente maior que 3,0 mm e altura
definida em 3,1 mm com auxilio de paquimetro digital (Starret, Itu, SP, Brasil). As
amostras foram posicionadas no interior do dispositivo com o lado de esmalte voltado
para dentro (Figura 6E), e a dentina remanescente foi desgastada em politriz circular
com lixas de carbeto de silicio de granulagdo #1200 (FEPA-P; Struers, Ballerup,
Dinamarca) (Torres CR et al., 2012).

Apoés desgaste da dentina e consequente padronizacdo da espessura dos
espécimes, estes foram novamente posicionados no dispositivo metalico ajustado, por

meio de um parafuso interno, em 3,0 mm, com a face de dentina voltada para dentro,
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a fim de polir a superficie do esmalte. O conjunto dispositivo-espécime foi levado a
politriz circular com lixas de carbeto de silicio de granulacao #P2400 por 60 segundos,
e de granulacdo #P4000 por 120 segundos. A Figura 6F mostra um espécime polido,
pronto para o teste. As amostras foram analisadas em estereomicroscopio (Carl Zeiss
— Stemi 2000 -10X), para descarte daquelas que apresentaram trincas e imperfei¢coes
(Torres CR et al., 2012). Posteriormente as amostras foram armazenadas em solugéao
de timol a 0,2% para reidratacéo (Borges et al., 2012).

Figura 6 — Corte das amostras circulares

Legenda: a) Maquina de corte circular; b) Posicionamento da coroa na maquina de corte circular com
a face vestibular voltada para cima. Todos os cortes foram feitos sob constante irrigagédo; c) Broca
trefina diamantada com 3,0 mm de didmetro, com aproximacdo da ponta cortante no canto inferior
direito; d) Amostra de esmalte e dentina obtida com 3,0 mm de di&metro; e) posicionamento da amostra
com a face de dentina voltada para fora no dispositivo para padronizacéo da altura; f) amostra com a
face de esmalte polida pronta para o teste.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.3.2 Divisao dos grupos

As amostras foram divididas em 7 grupos (n = 10) de acordo com o tensoativo
(LSS, CAPB, T20) e a concentragao utilizada (1,0% e 1,5%), como listado na Figura
3. A 4gua ultrapurificada foi utilizada como grupo controle.

4.3.3.3 Preparo das solucoes

As solucdes dos tensoativos foram preparadas da mesma forma descrita para

o teste de goniometria, especificado no tépico 4.3.1.3.

4.3.3.4 Coleta de Saliva

Para formacao de pelicula adquirida sobre a superficie de esmalte das
amostras, foi necessario a coleta de saliva humana. Foram selecionados 20 individuos
de ambos os géneros, saudaveis, livres de carie e sem histdrico de xerostomia. Todos
os individuos foram esclarecidos quanto a proposta da pesquisa, e assinaram termo
de compromisso livre e esclarecido (ANEXO C).

Antes da coleta foi analisado o fluxo salivar dos voluntarios, que deveriam
possuir fluxo salivar estimulado maior ou igual a 0,8 ml/min e fluxo salivar ndo
estimulado maior ou igual a 0,2 ml/min. Os voluntarios que se encaixaram nesses
parametros receberam instrucdes para se alimentarem normalmente pela manha e
realizarem escovacao dental com dentifricio sem flior (Cocorico, Bitufo, S&o Paulo,
Brasil) previamente a coleta, que ocorreu duas horas ap6s o café da manha.

A estimulacéo do fluxo salivar se deu por mastigacao de Parafim® M (Bemis
Company, Inc, Neenah, Wisconsin, EUA) e a saliva coletada foi armazenada em tubos
Falcon resfriados. Antes do processo de centrifugacao, a saliva coletada foi misturada

para formacao de um pool. O uso de pool salivar € considerado um “banco biolégico”
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que inviabiliza cruzar informacfes dos espécimes individuais com os doadores,
evitando assim viés (Carvalho et al., 2016). Na sequéncia, o pool salivar foi
centrifugado (10000 rpm/4°C por 5 minutos) (Masson et al., 2013); dividido em tubos
Eppendorf e congelado (-80°C) (Cheaib,Lussi, 2011), até 0 momento de uso, por um
periodo de até 6 meses (van der Mei et al., 2012). A saliva coletada foi utilizada para
formacdo de pelicula no teste de espectroscopia e na ciclagem erosiva descrita
adiante (item 4.3.3).

4.3.3.5 Mensuracao da absorbanciainicial

A mensurac¢ao da absorbéancia inicial de todos os espécimes foi realizada em
o espectrofotometro Frontier FTIR (Perkin ElImer, Massachusetts, EUA), calibrado em
32 espectros por segundo, resolucéo de 4 cm e obtidos entre 600 cm™ e 4000 cm™.
Os espécimes foram posicionados sobre o cristal do equipamento com a face de

esmalte voltada para baixo (Figura 7A) e o espectro inicial obtido (Figura 7B).

Figura 7 — Posicionamento das amostras no espectrofotometro e absorbancia inicial

0,15

0,10

0,05

0,00
4000 3745 3490 3235 2980 2725 2470 2207 1950 1695 1440 1185 930 675

Legenda: a) Amostra posicionada com esmalte voltado para o cristal do espectrofotdmetro pronta para
leitura; b) Espectro inicial do esmalte evidenciando as bandas de fosfato (PO43-: 980cm1), carbonato
(CO3s2: 870cm-?) e hidrocarbonetos (CH2/CHs: 1440cmt).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.3.6 Tratamento dos espécimes e formacao da pelicula adquirida

Apoés a obtencédo dos espectros iniciais de todos os espécimes, estes foram
imersos em 2 ml da solugéo respectiva de cada grupo por 2 minutos considerado um
tempo médio de escovacdo, em temperatura ambiente, e sob leve agitagdo em
agitador horizontal (Agitador de Kline, TS2000A, Biomixer), com velocidade constante
de 60 rpm. ApOs esse tempo, os espécimes foram removidos da solucdo e
mergulhados em 2 ml de saliva humana, previamente descongelada a temperatura
ambiente, para formacgédo da pelicula adquirida. Eles foram mantidos imersos durante
2 h, também em temperatura ambiente, e sob agitacdo com um agitador horizontal
(Chealib,Lussi, 2011) em velocidade constante de 60 rpm. Na sequéncia, as amostras
foram removidas da saliva e lavadas com agua ultrapurificada por 5 segundos para
remocdo das proteinas ndo adsorvidas (Masson et al., 2013). Em seguida foram
posicionados sobre papel absorvente para secagem de forma passiva, evitando a

remocao da pelicula formada.

4.3.3.7 Mensuracao da absorbancia final

Imediatamente apds a formacédo da pelicula adquirida, os espécimes foram
levados novamente ao espectrofotometro para obtencao dos espectros finais. Foram
utilizados os mesmos parametros de calibracdo do aparelho listados para a
mensuracdo da absorbancia inicial (Item 4.3.25). A Figura 8 mostra 0 esquema de

formacao de pelicula e leituras da absorbancia.
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Figura 8 - Esquema de formacéao de pelicula e leituras da absorbéancia

Imersdo em saliva b

(2hr, sob agitagcao) Leitura finalno

para formagao da Espectrofotémetro‘-
pelicula :

Imersao nas
solugoes (2 min,

Leitura Inicial no

Espectrofotometro 50b Spimca0)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A quantidade de proteinas adsorvidas sobre a superficie do esmalte foi
realizada pela comparacao da absorbancia inicial e final nas bandas da amida | (pico
1648 cm) e amida Il (pico 1516 cm™). A banda de amida | corresponde a estruturas
beta-pregueadas, enquanto a banda de amida Il corresponde a estruturas alfa-hélices
comumente encontradas em proteinas do tipo a-amilase, albumina, mucina e
proteinas ricas em prolina (Caetano Junior et al., 2015). O pico em torno de 980 cm
correspondente ao fosfato nos cristais de hidroxiapatita (Figura 7) foi utilizado como
controle interno do espectro, uma vez que o esmalte ndo recebeu nenhum tratamento
que oferecesse reducdo da quantidade de fosfato, e, portanto, ndo reduziria sua
intensidade.

Os dados de absorbéncia foram submetidos a corre¢do da linha de base
(Spectrum 100, Perkin Elmer) e normalizados entre 0 e 1 para o alinhamento da escala
de absorbancia (Excel 2016, Microsoft Office, Microsoft, Redmond, EUA). A Figura 9A
mostra 0s espectros iniciais e finais antes da normalizacao, e a Figura 9B mostra os
mesmos espectros ap0s a normalizagdo, evidenciando a mudanca na altura dos
espectros ocorrida pela diferenca de escala durante a coleta dos dados de
absorbéancia.
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Figura 9 — Espectros inicial e final antes e depois da normalizacéo dos dados
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Legenda: a) espectros antes da normalizacdo evidenciando diferenga significante na altura do pico de
fosfato; b) Espectros de A apds a normalizacé@o dos dados entre 0 e 1, evidenciando a altura semelhante
do pico de fosfato.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apoés a normalizacao dos dados, o aumento da absorbancia de ambas bandas
de amida (I e Il) foi calculada por meio da razdo da absorbéancia final pela inicial e

expresso em porcentagem por meio da férmula:
%A = [(Af/Ai) — 1] 100
na qual %A se refere ao aumento em porcentagem da absorbéancia, Af € o

valor de absorbancia final na banda de amida (I ou Il), e Ai é a absorbancia inicial na

mesma banda.
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4.3.3.8 Anédlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica sendo a que estatistica
descritiva consistiu no calculo da média e desvio-padrdo para todos os grupos. A
estatistica inferencial consistiu nos testes de normalidade (Kolmogorov Smirnov e
Shapiro Wilk) e homocedasticidade (Levene). Nao satisfeita a condicdo de
normalidade (dados n&o paramétricos), foi realizado o teste de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste de Dunn para comparac¢des mdultiplas. O nivel de significAncia adotado em

ambos testes foi 0 de 5%.

4.3.4 Avaliagcao do potencial antierosivo das solug¢des testadas

O potencial efeito protetor e remineralizador das solu¢cdes de tensoativos

associados ao fluoreto de sodio foi medido por meio de microdureza e perfilometria.

4.3.4.1 Preparo dos espécimes

Apbs a selecdo dos incisivos bovinos, corte das raizes e limpeza da camara
pulpar como descrito previamente (Figura 1), 168 amostras circulares foram obtidas
com broca trefina e tiveram sua espessura padronizada, como descrito no tépico
4.3.2.1 eilustrado na Figura 6A a 6E. ApOs a padronizacdo da espessura, as amostras
foram embutidas em resina acrilica rosa (Jet, Classico - Artigos Odontolégicos, Campo
Limpo Paulista, SP, Brasil) com auxilio de uma matriz de silicone (Figura 10A). Esta
possuia um orificio de 6 mm de didametro e 3,1 mm de espessura, sendo que no seu
interior havia uma cavidade em segundo nivel, com 3 mm de diametro e 0,1 mm de
espessura, permitindo o posicionamento central dos espécimes com a face de esmalte
virada para baixo (Torres CR et al., 2012) (Figura 10B). Apés o posicionamento do

espécime na matriz, a resina acrilica era colocada com auxilio de uma espétula (Figura
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10C) e entdo a matriz era levada a uma panela polimerizadora, com 30 psi de presséao,
para evitar a formacao de bolhas (Figura 10D).

Apoés a presa final da resina, o espécime embutido tinha uma projecao de
esmalte de 0,1 mm de altura que foi posteriormente desgastado. Na face lateral da
matriz havia uma projecdo em formato de curva, com objetivo de produzir na amostra
uma depressao para auxilio de seu correto posicionamento no perfilbmetro. A Figura

10E mostra o exemplo de um espécime embutido.

Figura 10 — Embutimento das amostras

Legenda: a) matriz de silicone; b) Amostra em posi¢cdo com a face de esmalte voltada para baixo para
0 embutimento com resina acrilica; ¢) resina acrilica rosa sendo colocada na matriz com auxilio de uma
espatula; d) panela polimerizadora utilizada em 30 psi; €) amostra embutida, evidenciando 0,1 mm de
espessura do esmalte.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A planificagdo da base de resina dos espécimes foi realizada com auxilio de

outro dispositivo metalico ajustado em 3,1 mm de espessura por meio de um parafuso
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interno (Figura 11A). A amostra foi posicionada com o lado de esmalte para dentro e
a base do espécime foi lixada com lixa de carbeto de silicio de granulagdo #1200.
Para desgaste da superficie de esmalte sobressalente (0,1 mm) o dispositivo
foi ajustado em 3,0 mm e o espécime colocado com a face de esmalte voltada para
fora (Figura 11B). O polimento da superficie de esmalte foi feito com lixas de carbeto
de silicio de granulacéo #P1200, #P2400 e #P4000 (Borges et al., 2012) (Figura 11C),

sob refrigeracdo com agua, durante 15 s, 60 s e 120 s, respectivamente.

Figura 11 — Polimento das amostras

Legenda: a) dispositivo metalico ajustado em 3,1 mm para polimento da base de resina; b) Dispositivo
metalico ajustado em 3,0 mm para polimento da superficie do esmalte; c) Polimento das amostras em
politriz circular.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A cada troca de lixa foi realizado um banho de ultrassom (Ultrasonic Cleaner,
Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), com agua ultrapurificada por 10 minutos, para
remocao dos residuos de graos abrasivos que porventura pudessem interferir na lisura
do tecido. As amostras foram armazenadas em solugdo de timol a 0,2% para
reidratacd@o (Borges et al., 2012), e posteriormente analisadas em estereomicroscopio
(Carl Zeiss — Stemi 2000 -10X), para descarte daquelas que apresentaram trincas e

imperfeicdes (Torres C et al., 2012).
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4.3.4.2 Microdureza inicial

O ensaio de microdureza objetiva avaliar a erosao inicial nas amostras (Lussi
et al., 1993). A microdureza inicial de todos os espécimes foi obtida com indentador
Knoop montado em microdurémetro (FM-700, Future-Tech, Téquio, Japéo) (Figura
12A), com aplicacdo de carga de 50 gramas durante 10 segundos (Borges et al., 2012)
(Figura 12B).

Figura 12 — Ensaio de microdureza

Legenda: a) microdurdmetro; b) amostra posicionada para receber aplicagdo de carga; c) esquema da
distribuicdo das indentacdes.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Foram realizadas trés indenta¢gdes na parte inferior dos espécimes (préximo

a marcacdao curva da resina, de forma a néo interferir com as leituras de perfilometria),
com distancia de 100 um entre elas, e obtido o valor médio de dureza (Figura 12C).
ApoOs a determinacéo da dureza inicial dos espécimes, todos que apresentaram valor

discrepante em 10% da média foram descartados e substituidos.

4.3.4.3 Divisdo dos grupos

Os espécimes de esmalte bovinos foram distribuidos de forma aleatoria em
14 grupos (n=12), descritos na Figura 13 de acordo com o tipo e concentracdo do

tensoativo, e a presenca ou ndo de fluoreto de sédio (NaF).

Figura 13 — Esquema da divisdo dos grupos
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Legenda: Distribuicdo das amostras em 14 grupos. LSS: Lauril Sulfato de Sédio. CAPB:
Cocoamidopropil Betaina. T20: Tween 20. NaF: fluoreto de sédio.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A aleatorizagéo foi realizada utilizando a ferramenta online gratuita “Random
Sequence Generator”, disponibilizada no site www.random.org. Apés a aleatorizacao
dos espécimes em cada grupo, estes foram colocados em matrizes de silicone
identificadas para cada grupo, com o esmalte voltado para cima, permitindo que todos
sofressem o ciclo erosivo, a formacao de pelicula e os tratamentos com as solucdes

de tensoativos ao mesmo tempo (Figura 14).

Figura 14 - Matriz de silicone individualizada para cada grupo

Legenda: Amostras posicionadas na matriz de silicone permitindo que todas sofressem o ciclo erosivo,
a formacéo de pelicula e os tratamentos com as suspensdes de dentifricio ao mesmo tempo.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.4.4 Perfilometria inicial

Para mensuracgéo da perda superficial foi realizado o ensaio de perfilometria.
No primeiro momento foi realizado a obtencdo dos perfis iniciais de todos os
espécimes. Para auxilio no teste de perfilometria, foram realizadas duas marcacdes
paralelas entre si nas laterais da superficie da resina acrilica, com o auxilio de um

dispositivo contendo uma ponta afiada (Figura 15A e 15B). Estas marcagdes serviram
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como guias para orientacdo do posicionamento dos gréficos resultantes das leituras
dos gréficos obtidos na andlise perfilométrica, possibilitando a sobreposi¢éo dos perfis
iniciais com os finais. Para garantir que os perfis iniciais e finais fossem realizados na
mesma posi¢cao, as amostras foram posicionadas em um dispositivo metélico fixado
ao perfilbmetro. Este dispositivo garantia que a amostra fosse colocada sempre na
mesma posic¢ao, de forma que a ponta do perfilbmetro sempre percorresse 0s mesmos

pontos na superficie do esmalte (Figura 15C e 15D).

Figura 15 — Preparo e posicionamento das amostras para o teste de perfilometria

Legenda: a) dispositivo para confeccéo dos riscos na amostra; b) ponta afiada utilizada para confeccéo
dos riscos; c) perfilbmetro de contato utilizado nos testes; d) amostra em posi¢cdo no dispositivo
permitindo que a leitura fosse sempre realizada na mesma regiéo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os perfis foram obtidos com perfilometro (MaxSurf XT 20, Mahr-Gottingen,
Alemanha), realizando trés varreduras com extenséo de 4,2 mm e distancia de 0,25

mm entre cada uma. A Figura 16 mostra um esquema da regido das leituras nas

amostras.

Figura 16 — Esquema da regi&o de leitura dos perfis nas amostras

4,2 mm

]—0,25 mm

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reprodutibilidade e confiabilidade do perfilometro foram determinadas por
testes especificos seguindo a metodologia proposta por Attin et al. (2009) e esta
descrita no APENDICE A.

4.3.4.5 Preparo das solucdes

As solucdes de tensoativos nos grupos sem fluoreto de sodio foram

preparadas da mesma forma descrita no item 4.3.1.3. J4 nos grupos contendo o
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fluoreto, os tensoativos foram diluidos em agua ultrapurificada até a concentracdo de
uso respectiva de cada grupo, e a solucao foi adicionado NaF, na concentracao de
275 ppm, a fim de simular um dentifricio com 1100 ppm. A concentracao reduzida de
NaF se deve ao fato da solucéo representar a diluicdo na concentracdo de 1:3 (uma
porcdo de solugéo para 3 de agua ultrapurificada), simulando a diluicdo que ocorre do
dentifricio com a saliva no momento da escovacao (Duke,Forward, 1982). Novamente,
reitera-se que por serem agentes comuns em dentifricios, foi considerado para fins
desse estudo a diluicdo que ocorre deste com a saliva, ainda que abrasdo nao tenha

sido realizada em nenhum momento.

4.3.4.6 Desafio erosivo

A ciclagem de des/remineralizacdo simulando o desafio erosivo consistiu na
imersdo das amostras em saliva para formacdo da pelicula adquirida (4 vezes),
imersdo das amostras nas solucdes de tensoativos respectivas de cada grupo (2
vezes, simulando duas escovacfes diérias) e imerséo no acido (4 vezes) (Hara et al.,
2013), conforme esquematizado na Figura 17. Este ciclo foi realizado por 5 dias
consecutivos, e as amostras mantidas em umidade relativa, a 4°C, durante a noite.

Para formacao de pelicula adquirida, a saliva coletada foi descongelada em
temperatura ambiente no momento do uso. Os espécimes foram mergulhados em 2
ml de saliva durante 2 h sob agitacdo como descrito no item 4.3.2.6. Apds a remoc¢ao
da saliva, os espécimes foram lavados em agua ultrapurificada por 20 s para remoc¢ao
das proteinas ndo adsorvidas.

A imersdo no acido foi realizada com solucdo de acido citrico (Synth,
Diadema, Séo Paulo, Brasil) a 0,3%, com pH natural (2,6), por 5 minutos (Hara et al.,
2013), em temperatura ambiente.

As imersdes nas solucdes de tensoativos de cada grupo tiveram duragao de
2 minutos considerado um tempo médio de escovacao, em temperatura ambiente, e
sob leve agitacdo em agitador horizontal. Apos cada imers&o no acido e nas solucoes

com tensoativos, as amostras foram cautelosamente lavadas em agua ultra purificada.
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Figura 17 - Esquema do ciclo erosivo realizado durante 5 dias

f

Umidade relativa — 42C

I

T

\

Legenda: As setas amarelas (KN- Knoop Number) indicam o momento de mensura¢éo da microdureza
no primeiro dia do ciclo. Trat. indica a aplicacdo do tensoativo respectivo de cada grupo associado ou
ndo ao NaF e a linha pontilhada vermelha indica 0 momento de inicio do ciclo em cada dia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.4.7 Microdureza Final

by

Para obtencdo dos dados relativos a erosédo inicial das amostras, a

microdureza foi medida em 4 momentos:

a) KNiniciat: Valores usados para sele¢éo dos espécimes utilizados no estudo;
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b) KN2: valor mensurado apés o primeiro desafio acido e utilizado como
baseline;

¢) KN3: valor mensurado ap0s o primeiro tratamento para verificar o potencial
remineralizante do NaF nas solucdes;

d) KN4: valor mensurado ap6s o segundo acido a fim de verificar se os
tensoativos associados ou ndo ao NaF promoveram protecao do esmalte.

Todos os parametros de dureza utilizados nas mensuracdes finais foram os

mesmos utilizados na mensuragéo da dureza inicial. Ainda, as indentagoes finais

foram feitas abaixo das iniciais, como ilustrado na Figura 18.

Figura 18 — Esquema ilustrativo da localizacdo das mensuracfes de dureza.

110
TI0
0!00

Legenda: KNi refere-se a dureza inicial; KN2 refere-se a dureza mensurada apds o primeiro desafio
acido; KN3: refere-se a dureza mensurada apds o primeiro tratamento e KN4 refere-se a dureza
mensurada apds o segundo &cido.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.4.8 Ensaio de Perfilometria

Para quantificacdo do desgaste da superficie do esmalte, os perfis finais foram
obtidos apds os cinco dias de ciclo erosivo, utilizando os mesmos parametros da
perfilometria inicial. O desgaste do esmalte foi calculado por comparagao entre os
perfis iniciais e pés-tratamento, usando as marcacfes nas amostras como guias
(Figura 19).

Figura 19 — Sobreposi¢éo dos perfis inicial e final e leitura de perda estrutural
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Legenda: Leitura dos perfis obtidos antes (preto) e apds (azul) a exposigao ao acido.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os perfis foram sobrepostos e a altura resultante da diferenca entre os
mesmos determinou a perda de estrutura dental, calculada com auxilio de software
(Mahr Surf XCR 20 4.50-07 SP3, 2011). A sobreposicdo dos perfis foi realizada
utilizando como referéncia as depressoées (setas na Figura 19) formadas nos perfis a

partir das marcacgfes de referéncia das amostras (Figura 15B).
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4.3.4.9 Anédlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica sendo a que estatistica
descritiva consistiu no calculo da média e desvio-padrdo. A estatistica inferencial
consistiu nos testes de normalidade (Kolmogorov Smirnov e Pearson) e
homocedasticidade para os dados de dureza e perfilometria. Verificado a normalidade,
foi utilizado os testes T-Student e ANOVA dois fatores; seguidos pelos testes de
comparagdes multiplas Dunnett, Bonferroni ou Sidak. A aplicagdo de cada teste
dependeu da hipétese testada. O nivel de significancia adotado para todos os testes
foi o de 5%.

4.3.5 Anélises de flGor

4.3.5.1 Flaor disponivel nas solugfes

A concentracdo de fldor nas solucfes foi determinada por meio de eletrodo
sensivel ao fluor (PerfectlON, Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Suica). O eletrodo foi
calibrado pela construcdo de uma curva de calibragdo com 5 solugdes padrao de
fluoreto de sddio de concentracdo conhecida (0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm e
1000 ppm). Para calibracéo, 1 ml de cada solugéo foi misturado em 1 ml de TISAB II,
e as medidas foram feitas em temperatura ambiente (25°C + 2°C), sob agitacéo
constante, e em triplicata. Apds a calibracdo do eletrodo, 1 ml das solucdes de
tensoativos testadas foi misturado com 1 ml de TISSAB Il e entédo obtido os valores
de milivoltagem da mesma forma que as solugdes padrao. Os valores de fluoreto nas

solugdes estao listados no Quadro 2.
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Quadro 2 — Valores em ppm de fluoreto nas solucdes

1% 1,5%
LSS 276,3 (£ 7,3) 256,0 (+ 6,6)
CAPB 280,4 (+ 11,6) 281,2 (+ 12,4)
T20 278,1 (£ 8,2) 284,4 (£ 1,8)
Controle 290,3 (£ 8,1)

4.3.5.2 Fldor soltvel em KOH

Ap6s o quinto dia do ciclo e as mensuragfes de perfilometria final, todas as
amostras dos grupos contendo fluoreto de sodio foram separadas para analise do fltor
solivel em KOH adsorvido na superficie do esmalte, pelo método descrito por
Caslavska et al. (1975).

O eletrodo foi calibrado misturando 0,5 ml de soluc¢des padrao de fluoreto de
sédio em KOH de concentracfes conhecidas (0,001 ppm; 0,01 ppm; 0,1 ppm; 1,0 ppm
e 10 ppm), com 0,5 ml de TISAB II. A partir dos valores de milivoltagem obtidos foi
construida uma curva de calibracdo para célculo da quantidade de fluoreto em ppm.
As mensuracdes foram feitas sob agitacdo e em temperatura ambiente.

Para mensuracdo do fluoreto adsorvido na superficie os espécimes foram
mergulhados em 0,5 ml de solucdo de KOH a 1 M, sob leve agitacéo, por 24 horas,
em temperatura ambiente. Apds esse periodo, os espécimes foram lavados em agua
deionizada e armazenados. Uma amostra da solugéo de KOH (0,25 ml) foi transferida
para um recipiente plastico e neutralizado com 0,25 ml de solu¢do de HCIO4 a 1 M.
Entdo, 0,5 ml de solucdo de TISABII foi adicionada ao recipiente, e os valores de

milivoltagem obtidos pelo eletrodo calibrado.
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4.3.5.3 Anédlise estatistica

Os resultados do flaor adsorvido a superficie do esmalte foram submetidos a
andlise estatistica sendo a que estatistica descritiva consistiu no calculo da média e
desvio-padrdo. A estatistica inferencial consistiu nos testes de normalidade
(Kolmogorov Smirnov e Pearson) e homocedasticidade. Verificado a nao-
normalidade, foi utilizado os testes de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn para

comparacdes multiplas. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4.4 Hipobteses de nulidade

As seguintes hipéteses nulas foram formuladas:

Hoi: Os tensoativos em diferentes concentragdes néo influenciam na energia
de superficie do esmalte;

Ho2: Os tensoativos em diferentes concentragdes n&o influenciam na
formacéao da pelicula adquirida;

Hos: Os tensoativos testados em diferentes concentragcdes néo influenciam o
potencial de protecdo e remineralizacao do fluoreto de s6dio sobre o
esmalte na eroséo inicial,

Hoa: Os tensoativos em diferentes concentragdes néo influenciam o potencial
protetor da pelicula adquirida e do fluoreto de sédio no desgaste erosivo;

Hos: Os tensoativos em diferentes concentragdes nao alteram a adsorcgéo do

fldor na superficie do esmalte.
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5 RESULTADO

5.1. Energia de superficie — Goniometria

A avaliacdo da alteracdo da energia de superficie do esmalte promovida pelos
tensoativos foi realizada pelo célculo do angulo de contato por meio de goniometria.
A condigcéo de normalidade foi verificada e aceita para todos os dados (Kolmogorov-
Smirnov — p>0,20 e Pearson p=0,82). A Tabela 1 mostra os valores médios e desvio

padréo do angulo de contato para todos 0s grupos.

Tabela 1 - Média e desvio padrdo (em graus) do angulo de contato para todos os
grupos, e resultados do teste de Dunnett

1% 1.5% p (Teste-T: concentragéo)
LSS 41,3 (£7,0) 30,7 (£9,2) 0,608
CAPB 20,0 (£ 10,6) 30,5 (£ 6,8) 0,405
T 20 50,0 (x6,4) * 450 (£12,1) * 0,244
Controle 58,6 (x7,5)*

* Asterisco mostra semelhanca dos grupos com o grupo controle (Teste de Dunnett).

A comparagao entre as duas concentragdes utilizadas no estudo foi feita com
teste T-Student para cada tensoativo, e observou-se que nao houve diferenca
estatistica entre elas (Tabela 1).

A avaliacdo da alteracdo da energia de superficie foi realizada com o teste
ANOVA-um fator, seguido pelo teste de Dunnett (p<0,05) para comparacdo com o
grupo controle. Observou-se que o LSS e o CAPB em ambas concentracbes
apresentaram valores menores do que o grupo controle, enquanto o T20 em ambas

as concentracoes foi similar a ele.
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5.2. Formacdao da pelicula adquirida - FTIR

Os valores de absorbancia em porcentagem nas bandas de amida | (pico 1648
cm?) e amida Il (pico 1516 cm™) ndo se apresentaram dentro da condicdo de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov p<0,0001 e Pearson p<0,0001, para ambas
bandas). A Figura 20 mostra a absorbancia média e desvio padrdo nas bandas de
amida | e Il obtidos para todos os grupos. Os dados do aumento percentual da
absorbancia para cada banda foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (andlise
de variancia ndo paramétrica), o qual ndo revelou diferenca estatistica entre os grupos
(amida I: p=0,0534, amida Il: p=0,0590).

Figura 20 — Grafico boxplot da absorbancia (%) para as bandas de amida |l e Il
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar do resultado estatistico, a analise dos espectros mostrou um
expressivo aumento da absorbancia na regido entre 3400 cm™ e 3600 cm™ para todos
os grupos (Figura 21).



78

Figura 21 — Exemplos de espectros inicial e final para todos os grupos e espectro da
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0,75 0,75
0,50 0,50
0,25 * 0,25 *
0,00 0,00
4000 3745 3490 3235 2980 2725 2470 2206 1951 1696 1441 1186 931 676 4000 3745 3490 3235 2980 2725 2470 2212 1957 1702 1447 1192 937 682
1,00 1,00
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Legenda: espectro azul refere-se a mensuragdo inicial e o vermelho a final. A estrela evidencia o
aumento expressivo da absorbancia na regiao entre 2900 e 3500 cm.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O espectro da 4gua (Figura 21) mostra picos importantes entre 2900 e 3500
cm™ e entre 1400 e 1700 cm referente as ligacdes de OH". A andlise dos espectros
dos tensoativos mostram também aumentos de absorbancia nessas regides. Assim,
0 aumento da absorbéancia verificado em todos o0s grupos na regido referente a amida
| e Il pode ter sido afetado pela presenca de 4gua nas amostras, ainda que a secagem
dos espécimes tenha sido realizada previamente a leitura final.

5.3. Andlise da microdureza

A influéncia dos tensoativos na erosédo inicial foi realizada pelo teste de
microdureza Knoop. Os dados de dureza ap6s o primeiro acido (KN2 -
desmineralizacdo) foram usados como baseline e se apresentam na Tabela 2. Os
dados foram submetidos ao teste ANOVA dois fatores, o qual revelou auséncia de

diferenca estatistica entre eles (p>0,05).

Tabela 2 - Média e desvio padréo dos valores de dureza KN2 (desmineralizacao) para
todos os grupos testados

Desmineralizagao Sem NaF Com NaF
1.0% 258,0 (+18,8) |Aa 260,4 (£16,4) |Aa
-5 1.5% 262,8 (£#19,1) |Aa 2555 (+135) |Aa
1.0% 256,3 (£15,6) |Aa 2512 (¥17,7) |Aa
CAPE 1.5% 256,2 (£15,7) |Aa 2617 (£17,2) |Aa
1.0% 2625 (+15,6) |Aa 2437 (£25,6) |Aa
% 1.5% 259,8 (£16,8) |Aa 2466 (+19,7) |Ad
CONTROLE / 2485 (+18,3) |Aa 2497 (+18,0) |Aa
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Os dados de dureza apés o tratamento (KN3 - remineralizacdo) se
apresentaram dentro da condicdo de normalidade (Kolmogorov-Smirnov p=0,11 e

Pearson p=0,08) e estdo apresentados no grafico da Figura 22.

Figura 22 - Grafico boxplot dos valores de dureza apds o tratamento (KN3)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para andlise do efeito da concentracdo dos agentes foi realizado o teste T-
Student comparando todos os agentes, com e sem NaF, na concentracédo 1,0% com
1,5%. N&ao houve diferenca entre as concentragdes testadas (p>0,05 para todos os
grupos).

A avaliacao do efeito dos tensoativos na remineralizagcao do esmalte foi feita
por meio de teste ANOVA dois fatores (tensoativo e presenca de NaF) o qual revelou
diferenca significante apenas entre os tensoativos (p=0,003). O teste de comparacgdes
multiplas adotado foi o Dunnett para comparacao dos agentes sem NaF com 0 grupo
controle negativo, e comparacao dos agentes com NaF com o grupo controle positivo.

Observou-se que apenas o CAPB em ambas concentragfes apresentou valores de
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dureza maior que 0 grupo controle (agua). Todos os tensoativos associados ao
fluoreto de sddio foram similares ao grupo controle positivo (Agua + NaF). Ainda, ndo
houve diferenca entre os agentes na presenca ou auséncia de NaF (p=0,47). A Tabela
3 mostra os valores de média e desvio padrdo dos tensoativos e resultado do teste de

Dunnett.

Tabela 3 — Média e desvio padréo dos valores de dureza KN3 (remineralizagéo) para
todos os grupos testados e resultado do teste de Dunnett

Remineralizacao Sem NaF Com NaF
1,0% 232,8 (¥12,6) |Aa 2450 (+x18,2) |Aa
-SS 1,5% 241,6 (x21,0) Aa 241,1 (x20,9) Aa
1,0% 262,1 (¥17,4) |Ba 2478 (+15,8) |Aa
CAPE 1,5% 259,1 (x27,5) Ba 259,0 (x23,3) Aa
1,0% 252,1 (¥17,4) |Aa 2441 (+21,2) |Aa
2 1.5% 238,6 (+16,2) |Aa 2447 (+13,7) |Aa
CONTROLE / 236,1 (x15,4) Aa 255,9 (x15,5) Aa

* Letras mailsculas mostram diferen¢a nas colunas entre os tensoativos e o grupo controle (Teste de
Dunnett). Letras minUsculas mostram diferenca nas linhas (presenca de fluoreto de sddio).

Os valores de dureza média e desvio padrao apos o segundo desafio acido
(KN4 - protecdo) também se apresentaram dentro da condi¢cdo de normalidade (teste
de Kolmogorov-Smirnov p=0,200 e Pearson p=0,864); evidenciando a protecdo dos
agentes frente a novos desafios erosivos (KN4), e estdo apresentados no gréafico da

Figura 23.
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Figura 23 - Gréfico boxplot dos valores de dureza apés o segundo acido (KN4)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para avaliacdo do efeito da concentragédo pds segundo desafio erosivo (KN4
— protecdo), os dados de dureza foram submetidos ao teste T-Student. Observou-se
gue a concentracdo dos tensoativos influenciou no efeito protetor quando estes foram
utilizados sem fluoreto de sodio (p<0,05) (Tabela 4). Houve ainda reducao da dureza
para o LSS e CAPB na menor concentracdo (1%) comparado a concentragéo de 1,5%
enguanto o T20 obteve maiores valores quando utilizado na menor concentracao. Nos
grupos onde houve associacdo do tensoativo com fluoreto de sodio, ambas as
concentracdes apresentaram resultados similares (p>0,05) de acordo com o teste T-
Student.

A avaliacao dos tensoativos e da presencga da NaF foi feita por meio de teste
ANOVA dois fatores, o qual revelou diferenga entre os tensoativos (p<0,0001) e entre
o fator presenca de NaF (p<0,0001). O teste de comparacdes mdultiplas adotado

também foi o Dunnett para ambos os controles (tensoativos sem NaF comparados
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com agua, e tensoativos associados ao NaF comparados ao grupo agua + NaF).
Observou-se que o CAPB a 1,5% e o T20 em ambas concentragbes apresentaram
valores de dureza maior que o controle negativo (agua). Ja o LSS em ambas
concentracdes e 0 T20 a 1,5% associados ao NaF apresentaram valores menores que
o controle positivo (Agua + NaF).

Ainda, com relacdo a presenca do NaF, o teste de comparac¢des mdultiplas de
Bonferroni mostrou que houve diferenca entre o grupo controle negativo e o positivo,
e também entre o CAPB a 1% (com e sem NaF). A Tabela 4 mostra os valores de

média e desvio padrdo dos tensoativos e resultado dos testes estatisticos.

Tabela 4 - Média e desvio padrao dos valores de dureza KN4 (prote¢céo) para todos
0s grupos testados, e resultado dos testes de Dunnett e Bonferroni

Protecéo Sem NaF Com NaF
LSS 1,0% | 154,1 (x8,7)¥ Aa | 163,0 (£13,7) | Ba
1,5% | 171,9 (x10,7) Aa | 1622 (¥19,1) | Ba
CAPB 1,0% | 171,3 (#x11,3)¥ | Aa | 191,3 (x14,5) | Ab
1,5% | 187,9 (x14,2) Ba | 199,2 (¢15,9) | Aa
T20 1,0% | 188,8 (x11,3) ¥ Ba | 189,1 (x12,3) | Aa
15% | 180,0 (£ 8,4) Ba | 182,2 (x11,6) | Ba
CONTROLE / 163,6 (£9,1) Aa | 200,5 (x12,6) | Ab

* Letras mailsculas mostram diferenca nas colunas entre os tensoativos e o grupo controle (Teste de
Dunnett). Letras minUsculas mostram diferenca nas linhas (presenca de NaF — teste de Bonferroni). O
simbolo ¥ mostra diferenc¢a entra as concentra¢cdes (teste T-Student) nos grupos sem NaF.

5.4. Analise da perfilometria

Para avaliacdo da influéncia dos agentes tensoativos na progressao da
erosao foi realizado o teste de perfilometria apds cinco dias de ciclo erosivo, conforme
descrito na metodologia.

Os dados de perda de esmalte se apresentaram dentro da condicdo de
normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov p=0,20 e Pearson p=0,065). Os valores

de dureza média e desvio padrao estdo apresentados no grafico da Figura 24.
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Figura 24 - Grafico boxplot dos valores de perda de estrutura apos 5 dias de ciclo
erosivo
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para andlise do efeito da concentracdo dos agentes também foi realizado o
teste T-Student comparando todos os agentes, com e sem NaF, na concentracéo
1,0% com 1,5%. Houve diferenca entre as concentracdes testadas apenas para o T20
com e sem NaF, o qual apresentou menores valores de perda quando utilizado a 1%.

Com relacdo ao efeito dos tensoativos na perda de estrutura e no efeito
protetor do NaF, a avaliacao foi feita por meio de teste ANOVA dois fatores (tensoativo
e presenca de NaF) o qual revelou diferenca entre os tensoativos (p=0,019) e entre o
fator presenca de NaF (p<0,0001).

O teste de comparacdes multiplas adotado também foi o Dunnett como
realizado para microdureza: tensoativos sem NaF comparados com agua, e
tensoativos associados ao NaF comparados ao grupo agua + NaF. Para 0os grupos
sem NaF, observou-se que o CAPB em ambas concentracbes e o T20 a 1%

apresentaram menor perda que a agua.
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J& para os grupos com NaF, ndo houve diferenca entre os tensoativos e 0
controle positivo. Para avaliacdo do efeito do efeito protetor do NaF, foi realizado o
teste de comparacgdes multiplas de Sidak, o qual revelou que apenas o grupo controle
positivo (agua +NaF) apresentou menores valores de perda comparado ao grupo
controle negativo (dgua). A Tabela 5 mostra os valores de média e desvio padrao dos

tensoativos e resultado do teste de Dunnett e de Sidak.

Tabela 5 - Média e desvio padrédo dos valores de perfilometria para todos os grupos
testados, e resultado dos testes de Dunnett e Sidak

Perda (um) Sem NaF Com NaF

LSS 1,0% 3,12 (x0,87) Aa 3,13 (+0,68) Aa
1,5% 3,22 (£1,04) Aa 3,40 (£1,17) Aa

CAPB 1,0% 2,91 (+0,82) Ba 2,68 (+0,91) Aa
1,5% 2,96 (x0,76) Ba 2,37 (x0,62) Aa

720 1,0% 2,27 (+0,75) ¥ Ba 2,12 (+0,59) Aa
1,5% 3,19 (0,79) Aa 3,13 (+0,85) Aa

CONTROLE / 3,86 (+0,76) Aa 2,59 (+0,66) Ab

* Letras mailsculas mostram diferenca nas colunas entre os tensoativos e o grupo controle (Teste de
Dunnett). Letras mindsculas mostram diferenga nas linhas (presenca de fluoreto de sédio — teste de
Sidak’s). O simbolo ¥ revela diferenga encontrada pelo teste T-Student entre as concentracdes testadas
para o tensoativo.

5.5. Anélise de Fllor

Para avaliagdo da influéncia dos tensoativos na adsor¢cdo de flior na
superficie do esmalte, foi realizada a mensuracgéo do flior solivel em KOH (loosely
bound fluoride). Os dados encontrados se encontraram fora da condicdo de
normalidade (Kolmogorov-Smirnov p<0,0001).

Os dados foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
(p<0,0001) seguido pelo teste de Dunn’s para comparagdo com o grupo controle

(dguatNaF). Observou-se diferenca estatistica entre todos 0s tensoativos, com
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excecao do T20 1,5%. A Tabela 6 mostra as médias e desvio padréo para todos os

grupos e o resultado do teste de Dunn.

Tabela 6 — Média e desvio padrao do flior adsorvido (ug/cm3) no esmalte, e resultado
do teste de Dunn

pg/cm?2 Com NaF
| s e T
| oey Gomm
Lo | o coan 2
CONTROLE (agua + NaF) / 1,597 (+0,253) B

*Letras mailsculas mostram diferenca entre os tensoativos com o grupo controle.
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6 DISCUSSAO

6.1 Energia de superficie e formacéo de pelicula adquirida

Os dados de goniometria permitiram negar a primeira hipotese nula, uma vez
gue a energia de superficie do esmalte foi alterada apds a aplicacdo dos tensoativos
independente da concentragédo (LSS e CAPB). Todos os tensoativos testados foram
utilizados em concentragbes maiores que a concentracdo micelar critica (CMC)
(Quadro 1). A CMC é a concentracdo maxima que os tensoativos podem ser usados
sem que suas moléculas se reorganizem em micelas (Daltin, 2011; Bergstrom, 2015).
Quando utilizados em concentracéo superior a CMC, suas moléculas nao encontram
superficies livres para se ligarem e comecam a se unir, formando estruturas esféricas
ou cilindricas. Quando em solucdo aquosa, a conformacao dessas micelas tende a
ser de um ndcleo composto pelas cadeias de hidrocarbonetos hidrofébicas (tais
cadeias se voltam para o centro, repelidas pela dgua) e o exterior formado pela cabeca
polar da molécula (Bruce et al., 2002; Chun et al., 2015) (no caso do LSS, a cabeca é
formada pelos ions sulfato, do CAPB pelos ions de nitrogénio, e do T20 pelo 6xido de
etileno).

Um estudo prévio mostrou que as micelas do LSS, por exemplo, apresentam
uma superficie externa muito rugosa e com a tendéncia de expor cadeias de
hidrocarbonetos no seu exterior. Contudo, devido ao menor nimero de ions sulfato
presentes, ainda apresentam hidrofilia e permitem a entrada de moléculas de agua no
seu interior (Chun et al., 2015). Assim, o aumento da molhabilidade da superficie do
esmalte apresentado pelo LSS pode ser justificado pela presenca de ligacOes dessas
micelas com a hidroxiapatita. De fato, trabalhos mostram que o LSS tem alta afinidade
pela hidroxiapatita, formando ligacdes entre o radical sulfato com os sitios de calcio
do esmalte (Barkvoll et al.,, 1988a; 1988b; Jones et al.,, 2014). Uma analise
complementar qualitativa dos espectros do LSS foi realizada (dados néo
apresentados) com intuito de verificar a ocorréncia de ligacéo entre o sulfato com o
calcio (pico 1280 cm) (Barkvoll et al., 1988a), no entanto ndo houve o aparecimento

de picos nessa regido. Trabalhos futuros devem considerar a obtengéo de espectros
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também apds o tratamento, previamente a formacédo da pelicula, a fim de verificar a
possivel interacdo entre os agentes e o esmalte.

Com relacdo ao CAPB, quando em solugcdo aquosa, possui a capacidade de
reduzir a tensdo superficial (Staszak et al., 2015). Corroborando, os dados de
goniometria deste estudo indicam um aumento da molhabilidade do esmalte, e,
portanto, aumento de sua energia de superficie, quando tratado com este agente.
Ambas concentracfes testadas do CAPB foram muito acima de sua CMC (Quadro 1),
indicando a formacao de micelas. Tendo sido utilizado em pH natural levemente acido
(Quadro 1) supbe-se a formagéo de micelas com caracteristicas catidnicas e, portanto,
com ions N* quaternarios reativos. A possivel interacao eletrostatica desses ions com
o fosfato da hidroxiapatita (carga negativa) explica o aumento da hidrofilia da
superficie do esmalte, no entanto tentativas de identificar a presenca dessas ligacdes
foram realizadas pela andlise dos espectros das amostras tratadas com esse agente,
e nao foram encontrados picos ou bandas sugestivas dessas ligacdes. Ainda, embora
seja 0 agente da classe anfotérica mais comum, e um dos mais utilizados pela sua
caracteristica de baixa irritabilidade da mucosa (Rantanen et al., 2002; Staszak et al.,
2015), estudos relacionando suas caracteristicas com a hidroxiapatita ndo foram
encontrados. Geralmente os estudos apresentam este tensoativo associado a outro
composto, sendo estes empregados mais frequentemente como cotensoativos em
formulac6es mais complexas (Rézanska, 2015).

Por dltimo, com relagcdo ao T20, seu comportamento micelar em solugéo
aguosa indica uma estrutura com as cadeias de hidrocarbonetos voltadas para o
centro (parte hidréfoba) e superficie externa composta pelas cabecas de etileno (parte
hidrofila) (Kerwin, 2008). Os dados de goniometria mostraram que este agente nao
apresentou capacidade de alterar a energia de superficie do esmalte, sendo similar
ao grupo controle (Agua). Embora a extensa busca da literatura ndo tenha retornado
resultados sobre a interacdo desse agente com a hidroxiapatita, ndo pode se
descartar sua deposicdo sobre a superficie do esmalte, devido ao seu alto peso
molecular.

Com relacédo a formacao da pelicula adquirida, os resultados do presente
estudo foram inconclusivos. Embora os resultados numeéricos tenham mostrado um
aumento da absorbéncia para todos os grupos (valores maiores que zero), e que

poderia indicar formacgéo de pelicula adquirida semelhante entre eles (teste Kruskal-
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Wallis p>0.05), verificou-se a presenca de agua nas amostras (Figura 21). A
coincidéncia da banda OH" com as bandas da amida | e Il ndo permitiram a
diferenciacéo entre proteinas e agua, e, portanto, ndo se pode concluir que o aumento
da absorbancia observado é de fato pela presenca de proteinas.

Estudos prévios quantificaram a formacdo de filme salivar em materiais
protéticos (Imai,Tamaki, 1999) e cristais de hidroxiapatita (Elangovan et al., 2007), no
entanto os autores nao relataram se houve o tratamento na superficie das amostras
para eliminacao da agua. Existem evidéncias de que a presenca do LSS causa retardo
na formacdo da pelicula (Rykke et al., 1990), pela competicdo dos ions Na* com
proteinas salivares, evitando a formacdo de ligacdes cruzadas entre as proteinas e
delas com o esmalte, levando, assim, a formacdo de um filme salivar mais fino
(Veeregowda et al., 2011). Os resultados desse estudo, no entanto, ndo indicaram
presenca de ligacdes do Na* ou do SO* com a superficie do esmalte, conforme
previamente discutido.

Assim, estudos complementares devem ser realizados a fim de esclarecer o

efeito dos tensoativos testados na adsorcéo de proteinas salivares no esmalte dental.

6.2 Erosao do esmalte

Como tensoativos sdo agentes comumente encontrados em produtos de
higiene oral de uso continuo (Salager, 2002); e, sendo o0 processo erosivo distinto em
duas etapas: amolecimento do esmalte (softening), seguido de perda estrutural
(Ganss et al.,, 2014), buscou-se um modelo de estudo in vitro que mimetizasse
situacdes cotidianas (West et al.,, 2011). O modelo adotado contou com aplicacéo
diaria dos tensoativos duas vezes (totalizando 4 minutos), 6 desafios erosivos
(totalizando 30 minutos) e formacédo de pelicula adquirida 4 vezes entre eles por 2
horas (totalizando 8 horas). O modelo foi repetido por 5 dias a fim de promover efeito
deletério mensuravel no esmalte, e aumentar a compreensao dos resultados frente a
desafios erosivos de longa duracéo (Barbour et al., 2011).

Na eroséo inicial, foi testado duas condi¢des distintas: remineralizacdo e

protecdo. Na primeira, buscou-se avaliar a capacidade das solucbes testadas,
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associadas ao NaF, em promover a remineralizacdo do softnening (formado apds a
primeira imersdo no &cido e caracterizado pela reducdo da dureza — KN2). Estudos
prévios indicam que imersdes em solucdes com fluoretos levam a remineralizacao da
estrutura dental amolecida (Amaechi,Higham, 2001; Ganss et al., 2001). Ja a segunda
condigéo (protecéo) buscou avaliar se as solu¢des testadas foram capazes de manter
a remineralizacdo e/ou dificultar o aprofundamento do softening pela formacéo de
precipitados que impedem o contato direto do acido com o tecido amolecido (Petzold,
2001).

O ensaio de microdureza mostrou que as concentragdes dos agentes testadas
(1,0% e 1,5%), associados ao NaF, n&o influenciou no seu efeito remineralizador. No
entanto, na condicdo de protecdo dos tratamentos frente a novos desafios erosivos,
os resultados de dureza mostraram que a concentracdo dos agentes foi significante
apenas quando o NaF nao foi utilizado. Esta auséncia de diferenca entre as
concentracdes na presenca do NaF indica que o efeito que o tensoativo exerce sobre
o fluoreto ndo € dependente da concentracdo, mas sim da presenca do proprio
tensoativo. De fato, na condicdo de protecdo do esmalte, o LSS e o CAPB a 1%
apresentaram reducdo da dureza comparado a concentracao de 1,5%, enquanto que
0 T20 apresentou comportamento contrario, com maiores valores de dureza quando
utilizado na concentracdo mais baixa. Na perfilometria, essa condicdo se manteve,
com o T20 apresentando menor perda quando utilizado na menor concentracao.

Os dados de dureza ap0s os tratamentos indicaram que os tensoativos néo
alteraram o efeito remineralizante do NaF, no entanto, os dados de dureza ap6s o
segundo desafio erosivo, mostraram que a presenca dos tensoativos alterou o efeito
protetor do fluoreto frente a novos desafios de desmineralizacéo. O LSS, por exemplo,
guando associado ao NaF, em ambas concentracfes, promoveu reducdo dos valores
da dureza na situagéo de protecdo. Se tratando de um agente anidnico, a competicao
das micelas aniénicas com o fluoreto pelos sitios de calcio pode explicar a reducao da
protecdo do fluoreto de sddio. Os dados de flior adsorvido na superficie do esmalte
mostram que o0 LSS em ambas concentragcdes promoveu menor deposicao de fluoreto
do que o grupo controle. Corroborando, Barkvoll et al. (1988b) mostram que o esmalte
tratado com LSS apresentou menor deposicédo de fluoreto de sodio, e ainda, que a
presenca do tensoativo aumentou a solubilidade do fluoreto de célcio formado. Como

a formacéo de precipitados de fluoreto de calcio sobre a superficie do esmalte é o
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principal responsavel pela prote¢cdo do fluoreto de sdédio em situacdes erosivas
(Petzold, 2001; Lussi et al., 2004; Magalhaes et al.,, 2009a), a interacdo dos
tensoativos com o NaF € de fundamental importancia. Acredita-se que os precipitados
de CaF2 formados na superficie do esmalte funcionariam como uma barreira de adigéo
mineral a ser dissolvida em situacdes erosivas (Ganss et al., 2001; Larsen,Richards,
2002). No entanto a baixa concentragcédo utilizada (275 ppm) pode néo ter sido
suficiente para formacédo dos precipitados globulares de CaF2, mas sim levado a
deposicao do fluoreto sobre a superficie da hidroxiapatita (Scaramucci et al., 2013).
Ainda, evidencias sugerem que a precipitacdo de CaF2 ocorre predominantemente em
baixo pH (Hellwig,Lussi, 2006), no entanto a concentracdo da solucdo de LSS foi
utilizada em pH natural basico (10,5) como descrito no Quadro 1, e que também pode
ter influenciado na acdo do fluoreto de sédio. Mesmo ocorrendo diminuicdo da
protecdo e da deposicdo do NaF pela presenca do LSS, os dados de perfilometria
indicaram que tal associacdo ndo promoveu maior perda estrutural que o grupo
controle positivo (NaF). Assim, embora o tensoativo exerca algum efeito deletério na
protecdo do fluoreto de sodio e possivel reducdo da adsorcdo do flior sobre a
superficie, este efeito ndo se mantém em desafios erosivos sucessivos.

Estudos prévios indicam que o LSS possui grande afinidade pela
hidroxiapatita (Barkvoll et al., 1988a; 1988b; Rykke et al., 1990), mesmo quando
aplicado ap6és a existéncia de biofilmes salivares, podendo assim atuar como barreira
de protecédo frente a ataques erosivos (Jones et al., 2014). No entanto, os resultados
de microdureza do presente estudo ndo mostraram protecdo desse agente em
nenhuma concentragcéo testada (valores similares ao grupo controle negativo), na
erosao inicial. Os dados de perfilometria também indicaram resultado de perda similar
entre 0 LSS e o grupo controle negativo, de forma que, ainda que tal barreira protetora
se forme pela ligacéo do tensoativo com o esmalte, ela ndo é suficientemente eficiente
para evitar sua desmineralizacdo. Estudos de Jones et al. (2013, 2014) indicam que
derivados anibnicos do lauril (lauril fosfato de sodio e lauril fosfato de potassio)
possuem um comportamento protetor no esmalte promissor, sendo superiores ao
LSS.

Com relacéo a interacdo do LSS com a pelicula adquirida, Rykke et al. (1990)
discutem sobre o retardo na formacdo da pelicula promovido pelo LSS, enquanto

Veeregowda et al. (2011) relatam a formacéo de um filme mais fino e com menor
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capacidade de protecdo contra desmineralizacdo. Discute-se ainda que além da
capacidade do LSS de se ligar a proteinas formadoras da pelicula e evitar sua
adsorcdo sobre superficies orais, ele também é capaz de se ligar ao filme salivar e
remové-lo da superficie do esmalte (Ash et al., 2014). Os resultados similares de
dureza e de perfilometria entre os grupos do LSS e o grupo controle, indicam que nao
houve interferéncia do tensoativo na formacdo da pelicula, uma vez que se este
interferisse em sua formacao, deveria promover um maior efeito deletério ao esmalte.

Com relacdo ao CAPB, a comparacdo dos agentes com 0 grupo controle
negativo mostrou que ele foi capaz de proteger o esmalte contra a erosao inicial
apenas quando utilizado na maior concentragao (1,5%). Os resultados de perfilometria
mostraram que o CAPB foi capaz de proteger o esmalte por si s6, promovendo menor
perda estrutural que o grupo controle negativo (dgua) e ainda ndo alterou a protecao
do NaF, sendo similar ao grupo controle positivo (agua + NaF). Os dados de fltor
adsorvido mostram reducao do fluoreto na superficie do esmalte quando este agente
foi utilizado, reforcando a hipotese de ele por si sé teria um efeito protetor. Os
resultados encontrados pelo CAPB indicam uma possivel interacdo com o esmalte,
levando a formacdo de uma barreira que impede o contato direto do acido com a
superficie, promovendo assim sua protecdo. Tal indicacdo de possivel interacédo
quimica do CAPB com a hidroxiapatita também foi evidenciada pelo ensaio de
goniometria, e podem ocorrer entre as micelas catibnicas (Rézanska, 2015; Staszak
et al.,, 2015) e os sitios anibnicos do esmalte, tais como o fosfato. Mesmo apds
extensas buscas na literatura, ndo se encontrou estudos avaliando a interacdo do
CAPB com o esmalte ou a hidroxiapatita, de forma que a formacdo dessa barreira
citada se trata de especulacéo, e estudos futuros sdo necessarios para comprovar
sua formacao real. Os resultados promissores encontrados neste estudo para o CAPB
indicam que este pode ser um agente promissor para formula¢cées com finalidades
antierosivas. Sua baixa toxicidade na mucosa oral foi demostrada previamente
(Rantanen et al., 2002), sendo utilizado em formulacdes de escolha em pacientes que
possuem intolerancia e irritabilidade ao LSS.

Com relacéo ao T20, os dados de protecao contra erosao inicial, encontrados
no ensaio de dureza mostraram que este agente foi capaz de proteger o esmalte por
si sO em ambas concentragfes testadas. No entanto sua interacdo com o NaF

diminuiu os valores de dureza quando utilizado na maior concentragédo (1,5%). Ja os
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dados de perfilometria indicam que o efeito protetor promovido por este tensoativo sé
prevalece quando a menor concentracdo é utilizada, e sua associa¢cdo ao NaF ndo
influenciou seu efeito protetor, nem o efeito protetor do NaF. Apesar de extensos
esfor¢os, ndo foi encontrado na literatura estudos mostrando a interacéo desse agente
com o esmalte. Pode-se especular que o T20 possivelmente funcionou como uma
barreira de protecdo do esmalte frente ao novo desafio erosivo. Seu alto peso
molecular e formacdo de micelas pode indicar capacidade de adsorcdo sobre a
superficie, mesmo sem promocao de ligacOes eletrostaticas que alterariam a energia
de superficie.

Diante dos resultados discutidos pode-se negar a terceira, quarta e quinta
hipéteses nulas, uma vez que a concentracdo dos tensoativos afetou a sua protecao,
sua interacdo com o NaF e a formacdo de pelicula adquirida durante o
desenvolvimento do processo erosivo.

Estudos futuros devem ser conduzidos a fim de quantificar a interacéo quimica
entre 0s tensoativos testados e a hidroxiapatita do esmalte, bem como se o efeito
protetor encontrado também prevalece sobre a dentina, e em situacdes clinicas, por
meio de estudos in situ. Sendo agentes comumente utilizados em dentifricios, estudo

envolvendo abrasdo também devem ser considerados no futuro.



94

7 CONCLUSAO

De acordo com as hipoteses testadas, conclui-se que:

a)

b)

d)

O LSS e 0 CAPB em ambas concentra¢cdes aumentaram a molhabilidade
da superficie do esmalte, enquanto o T20 ndo promoveu alteragao;

Os tensoativos parecem ndo influenciar na formagdo de pelicula
adquirida, mas outros estudos especificos devem ser realizados;

Os tensoativos, independente da concentracdo, nao influenciam o
potencial de remineralizagcédo do fluoreto de sédio, no entanto, o LSS nas
duas concentracdes e 0 T20 a 1,5% reduziram o seu efeito protetor contra
a erosao inicial;

O CAPB em ambas concentracfes e o0 T20 a 1% reduziram o desgaste
erosivo, e a associacao deles com o NaF ndo promoveu alteracdo na
perda de estrutura,

Todos os agentes promoveram a reducdo da adsorcdo de flior na

superficie do esmalte (excecao para o T20 1,5%)
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APENDICE A - Teste de reprodutibilidade e confiabilidade do perfildmetro

Para analise de perda estrutural deste estudo foram realizados testes de
precisdo e reprodutibilidade do método no perfildmetro de contato (MaxSurf XT 20,
Mahr-Gottingen, Alemanha). O equipamento foi montado sobre uma mesa com
reducdo de vibracdo e equipado com um dispositivo fabricado sob medida, que
permite o reposicionamento das amostras para medidas sucessivas. A leitura dos

perfis foi realizada com uma ponta de 2 pm com contato.

Determinacéo da vibracdo (background noise)

Para determinacdo da vibracdo do aparelho foram realizadas 5 leituras
consecutivas de aproximadamente 20 segundos com a ponta de contato estacionada
(sem apalpe) permitindo que o deslocamento vertical da mesma fosse detectado de
acordo com as vibracdes e ruidos do laboratério (Ra e Rz). Seguindo o guia para
analises bioanaliticas descrito por Attin et al. (2009), o limite minimo de mensuracao
do aparelho deve ser a média mais trés vezes o desvio-padrdo. Apds a quinta
mensuracao, obteve-se uma média de 0,0068 e desvio-padrdo de 0,0005 para o
parametro Ra, e média de 0,0459 e desvio-padrédo de 0,0033 para o parametro Rz.
Portanto, seguindo a férmula proposta, o deslocamento minimo detectado pelo
aparelho utilizado neste trabalho foi de 0,008 um para Ra e 0,056 um para Rz. Valores

menores que estes devem ser considerados abaixo do limite de detecgéo.

Confeccao das amostras

A determinagdo da reprodutibilidade das leituras e reposicionamentos das
amostras medidas pelo perfilometro foi obtida a partir de 8 amostras de resina
composta confeccionadas com a matriz de silicone utilizada no experimento principal.
As amostras foram polidas, sob refrigeracdo com agua, com lixas de carbeto de silicio
de granulacao #600/1200 por 15 segundos, seguidas por granulagéo #1200/2400 e
#2400/4000 durante 60 segundos e 120 segundos, respectivamente.
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Utilizando o dispositivo pré-fabricado mostrado na Figura 15, dois riscos
laterais e paralelos entre si foram feitos em quatro amostras a fim de criar duas
ranhuras para facilitar o reposicionamento dos perfis apds as medidas. A Figura 25A
ilustra essas ranhuras em vermelho. Nas outras quatro amostras, além das ranhuras
laterais, uma outra ranhura foi produzida cruzando os riscos laterais em 45 graus,

conforme mostra a Figura 25B.

Figura 25 — Esquema de ranhuras confeccionada nas amostras

A B

45°

Legenda: a) ranhuras laterais em vermelho na amostra de resina; b) ranhuras laterais e obliqgua em 45
graus na amostra de resina. As setas pretas indicam o sentido de leitura dos perfis.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Teste de reprodutibilidade das medidas

Com o objetivo de verificar a reprodutibilidade das medidas obtidas pelo
perfildmetro, foi obtido o perfil inicial das quatro amostras com apenas dois riscos
laterais. Apos a obtencdo do perfil inicial no centro da amostra, cinco medidas
consecutivas foram feitas sem remover a amostra do dispositivo de reposicionamento.
A reprodutibilidade das medidas foi obtida calculando a diferenca de altura (diferenca
vertical) entre cada um dos cinco perfis medidos com o perfil inicial. Ou seja, os perfis
foram sobrepostos e a altura resultante da diferenca entre eles determinou a sua

diferenca vertical.
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O desvio-padrao calculado a partir das cinco medidas repetidas na mesma
amostra foi usado como forma de comparacgao da reprodutibilidade das mensuracoes.
Portanto, quanto menor o desvio-padrdo entre as diversas medi¢cdes, maior a
reprodutibilidade e mais confidvel o método. A média do desvio-padréo das medidas
foi de 0,034 pum (x0,001). Isso significa que o aparelho utilizado apresenta uma
sensibilidade de leitura média de 34 nanometros, sem considerar o reposicionamento

das amostras.

Teste de reposicionamento das amostras

Com o objetivo de verificar a reprodutibilidade do reposicionamento das
amostras no perfildbmetro, foram utilizadas as quatro amostras com os dois riscos
laterais e o risco obliquo (Figura 25B). Apds a obtencéo do perfil inicial das amostras,
a ponta de contato foi movimentada em 100 um no eixo y do equipamento € um novo
perfil obtido (Figura 26). As amostras foram removidas do dispositivo do aparelho e
recolocadas para novas obtencdes dos perfis. Este processo foi repetido cinco vezes

para cada amostra.

Figura 26- Posicionamento e esquema de leituras das amostras no perfildmetro

;} Ay=100um

Legenda: A foto da esquerda ilustra os trés eixos do equipamento e a foto da direita mostra um esquema
das leituras com 100um de distancia quando o equipamento era movido no eixo y (Ay).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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A determinagdo da precisdo do movimento do aparelho no eixo y se faz
necesséria quando varios perfis sdo obtidos na mesma amostra, garantindo que as
leituras sejam equidistantes entre si. A ranhura em 45 graus nas amaostras permitiu
gue a movimentacdo da ponta do aparelho em 100 pm no eixo y produzisse um

intervalo entre os dois picos (Ay) de também 100 pym, como ilustrado na Figura 27.

Figura 27 — Sobreposicéo dos perfis inicial e final

Ay
| T T T T I T ’ T T | T T ' T T T T r T I T T T T I T T T T | T ' T T I
-0 1 2 3

Legenda: Perfil inicial (vermelho) e Perfil final (azul) mostrando que a movimentagdo em 100 um da
ponta de contato deveria resultar em uma distancia de 100 um entre os dois picos (Ay) formados pela
ranhura em 45 graus.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A confiabilidade e reprodutibilidade do reposicionamento também foram
averiguadas pelo calculo do desvio-padrédo. Apés a obtencdo do desvio-padréo entre
as cinco medidas repetidas na mesma amostra, calculou-se a média deles e o valor
encontrado foi de 4,475 um. Isso significa que o dispositivo utilizado para
reposicionamento da amostra apresenta um “erro” de aproximadamente 5 um, de
forma que em leituras repetidas em uma mesma amostra, os perfis consecutivos
podem estar deslocados em 5 pum do perfil inicial. Pode-se considerar este valor como
muito baixo, visto que a distancia utilizada para a leitura dos perfis neste estudo foi de
250 pm.
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Teste de confiabilidade do método para desgaste erosivo em esmalte e dentina

Amostras de esmalte e dentina (n=4) foram cortadas, embutidas em resina
acrilica e polidas de acordo com o método previamente descrito. O perfil inicial de
todas foi mensurado no perfildmetro da mesma forma anteriormente descrita. No
centro de cada amostra foram medidos cinco perfis iniciais (Pil, Pi2, Pi3, Pi4, Pi5),
removendo e recolocando as amostras no dispositivo (reposicionamento) entre cada
leitura.

A fim de provocar o desgaste erosivo, todas as amostras foram imersas em
Sprite Zero® (1 hora para dentina e 4 horas para esmalte) e lavadas em agua
deionizada na sequéncia. ApGs o desafio erosivo, as amostras foram reposicionadas
no dispositivo do equipamento e novas leituras foram realizadas. Foram realizadas
cinco leituras de perfis (Pf) em cada amostra e cada uma foi também reposicionada
cinco vezes no aparelho. Dessa forma o Pil foi comparado com o Pf1.1, Pf1.2, Pf1.3,
Pfl1.4 e Pf1.5; o Pi2 foi comparado com o Pf2.1, Pf2.2, Pf2.3, Pf2.4 e Pf2.5, e assim
por diante.

A reprodutibilidade da leitura foi determinada pela média do desvio-padrdo
das cinco leituras de cada amostra. Para dentina o valor encontrado foi de 0,338 pum
e para esmalte de 0,153 pm. Isso significa que a sensibilidade de detec¢éo de perda
do aparelho (profundidade de leitura) varia para cada substrato e valores de perda
menores que 338 nanbmetros para dentina e 153 nandmetros para esmalte devem
ser considerados abaixo do nivel de deteccdo do equipamento, e, portanto, ndo

devem ser consideradas, ou seja, ndo diferentes de zero.
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ANEXO A - Certificado Comité de Etica e Pesquisa com Animais

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE SAQ J_[]H[-': DOS CAMIPOS
Av. Eng. Frangisen Joss Longe, 777 = Jd 530 Dimes  INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
CEF 122001-070 — F. (13 30479028 ¢ 90RnG

------ . EmE e ————————— e AR BN EEm——

CEUA - Comissio de Etica no
Uso de Animais

Sao José dos Campos, 29 de maio de 2013

Oficio n® 08/2013/CEPRfa

Prezada Senhora

Esclarecemos que ndo ha necessidade do
projeto intitulado “Influéncia de diferentes agentes surfactantes no efeito
protetor da pelicula no desenvolvimento da erosio dental” de sua
responsabilidade ser analisado por este Comité, porque a pesquisa em tela néo
envolve a utilizagio de vertebrados e sim o uso de dentes bovinos como
substrato comercialmente disponivel, de acordo com a Lei n® 11.794 de
08M10/2008 — Lei “Arouca”.

Atenciosamente,

/Zé 522;’;«.)

Prof.Assist.Dr. RUBENS NISIE TANGO
Coaordenadar

Profa. Dra. ALESSANDRA BULHER BORGES
Depart.de Odontologia Restauradora

Do Instituto de Ciégncia e Tecnologia — Campus de
S0 José dos Campos - UNESP
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ANEXO B - Certificado do Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SAO W .
JOSE DOS CAMPOS - UNESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DE DIFERENTES AGENTES SURFACTANTES NO EFEITO
PROTETOR DA PELICULA NO DESENVOLVIMENTO DA EROSAO DENTAL

Pesquisador: Alessandra Buhler Borges

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 17375113.1.0000.0077

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 367.946
Data da Relatoria: 13/08/2013

Apresentacado do Projeto:

Adequado

Objetivo da Pesquisa:

Avaliacdo da influéncia de diferentes agentes surfactantes em relagéo ao efeito protetor da pelicula
adquirida no desenvolvimento da eroséo dental e sua influéncia na relagéo existente entre o esmalte e o

flaor

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

A coleta de saliva € um procedimento simples, indolor e sem riscos aos voluntarios

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os dados foram adequados conforme solicitado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
O TCLE apresentado € adequado, uma vez que informa aos voluntarios a auséncia de risco e a que se
destina a saliva.

Recomendagdes:

Enderego: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim S3o Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br

Pagina 01 de 02
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INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA CAMPUS SAO W _e
JOSE DOS CAMPOS - UNESP

Continuagdo do Parecer: 367 946

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Adequacéo realizada

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer da relatora

SAO JOSE DOS CAMPOS, 22 de Agosto de 2013

Assinador por:
JANETE DIAS ALMEIDA

(Coordenador)
Enderego: Av.Eng® Francisco José Longo 777
Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS
Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph@fosjc.unesp.br
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Alessandra Biihler Borges, Professora Assistente Doutora do Departamento de Odontologia
Restauradora da UNESP - Campus de Sdo Jose dos Campos - Faculdade de Odontologia, a Av. Eng.°
Francisco José Longo, 777 — Sao José dos Campos - SP, telefone para contato n® 012-3947-9051, vou
coordenar a pesquisa: “Influéncia de diferentes agentes tensoativos no efeito protetor da pelicula no
desenvolvimento da eroséo dental”.

O objetivo desse trabalho serd comparar diferentes tipos de detergentes usados em pastas
dentais com relacéo a erosédo dental. A hipétese em investigacdo sera a de que o tipo e a concentracao
do detergente néo alteram o efeito protetor da pelicula adquirida e a liberagéo de fllor, com relagéo a
erosdo do esmalte dental. A realizacdo do presente estudo envolve o uso de saliva humana para
simulacdo da condicdo bucal em estudos laboratoriais. Serdo coletados cerca de 50 ml de saliva, em
tubos plésticos estéreis, no periodo da manh@, na Faculdade de Odontologia da UNESP por membros
da equipe do projeto. O procedimento é simples, indolor e sem envolvimento de riscos aos voluntarios.

Se tiver alguma consideracéo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica (CEP) da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos-UNESP, situada na Av.
EngP Francisco José Longo, 777 — CEP 12245000, em Séo José dos Campos-SP, fone 012-3947-9006,
e comunique-se com Carlos Guedes. Informo que sera garantida a liberdade da retirada do
consentimento a qualguer momento e assim deixar de participar do estudo. Também né&o havera custo
nem pagamento pela Colaboracéo.

Eu, , RG n° declaro ter sido
devidamente esclarecido(a) a respeito das informacdes que leram para mim, descrevendo o estudo a
ser realizado e concordo em participar sabendo quais os propdésitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que minha
participagdo ndo implicara em nenhuma despesa. Concordo em participar voluntariamente deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidade, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que possa ter adquirido.

Sao José dos Campos, de de 20 .

Nome do voluntério:

Idade: anos R.G.

Assinatura do paciente Assinatura do Pesquisador



