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Nogueira DMSA. Avaliacdo do efeito protetor de fluoretos associados ao
polimero bioadesivo Carbopol no desgaste erosivo [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia;
2018.

RESUMO

O efeito protetor do fluor contra erosdo tem sido relacionado principalmente a
formacdo de depositos de fluoreto de calcio e a adsorcdo de ions fldor na
superficie dental, assim hipotetizou-se que a incorporacdo ao polimero Carbopol
980 poderia potencializar o efeito protetor de solugdes fluoretadas no controle do
desgaste erosivo do esmalte com a formacdo de um filme superficial protetor. A
proposta foi dividida em duas etapas. A primeira etapa consistiu em um estudo in
vitro no qual foi testada a associacdo do polimero Carbopol ao Fluoreto de sédio
(NaF) e Fluoreto de Sédio mais Cloreto de Estanho (NaF + Sn) quanto ao efeito
remineralizante e protetor contra a erosdo inicial, na presenca da pelicula
adquirida. O teste de estabilidade de pH (pH stat) foi realizado, tratando cristais
de hidroxiapatita com as solucgdes descritas, a fim de testar o potencial protetor
dos componentes isolados ou associados, quanto a dissolucédo da hidroxiapatita,
prevendo assim o potencial protetor das solucdes testadas. Em seguida, espécimes
cilindricos em esmalte bovino polido (3 mm diametro) foram desmineralizados
com acido citrico a 0,3% (pH 2,6) por 2 minutos (n=15). Os espécimes foram
imersos em saliva humana por 2 horas para formacdo da pelicula adquirida e foi
entdo realizado o tratamento com as solugdes experimentais por 2 minutos [NaF
(500 ppm F), NaF + Carbopol (0,1%), NaF + Sn (500 ppm F + 800 ppm Sn), NaF
+ Sn + Carbopol], &gua deionizada (controle negativo) e solucdo comercial
(Elmex — controle positivo). Uma nova imersdao em saliva humana (2 h) foi
realizada para remineralizacdo, seguida por novo desafio acido. A microdureza
Knoop foi medida em diferentes tempos: inicial, apds o primeiro desafio acido,
apos a imersao nas solucdes de tratamento (potencial de remineralizacéo) e apés
0 segundo desafio acido (potencial protetor). Foi realizada uma nova imersao nas
solugdes-teste para mensuracdo do fluoreto solivel em éalcali da superficie do
esmalte. Foram utilizados os testes ANOVA e Tukey (5%). Observou-se que a
dissolucdo da hidroxiapatita foi menor nos grupos tratados com NaF + Sn +
Carbopol se comparado aos demais grupos, resultado que corrobora com o maior
potencial remineralizante e protetor, medidos por microdureza. A mensuragao de
fldor adsorvido na superficie também foi maior para o grupo com associacdo NaF
+ Sn + Carbopol comparado aos demais grupos. A segunda etapa foi um estudo
in situ, realizado com as solugGes experimentais que apresentaram o maior
potencial protetor no estudo in vitro. Para tal, 0s espécimes em esmalte bovino



polido foram divididos em trés grupos (n=60): solu¢cdo NaF + Sn (controle
positivo), solucdo NaF + Sn + Carbopol, e 4gua deionizada (controle negativo).
Foi testado um modelo in situ em 3 fases. Quinze voluntarios participaram do
estudo. Em cada fase, os voluntarios usaram um dispositivo palatal contendo 4
espécimes cada, sendo que dois foram submetidos a um ciclo de erosdo e
remineralizacdo por 5 dias. Este ciclo consistiu na utilizacdo dos dispositivos
palatais por 2 horas para formacdo da pelicula, seguido por imersao extra oral em
acido citrico 1% (pH 2,3 - 5 minutos -4x/dia), com intervalos de 1 hora de
exposicdo a saliva in situ entre os desafios, e tratamento com as solucdes 2x/dia,
por 1 minuto. Os outros dois espécimes foram submetidos a
erosdo/abrasdo/remineralizacdo, sendo a abrasdo realizada 2x/dia, por 15
segundos com a escova elétrica ativa sobre os espécimes, antes dos tratamentos
diarios com as solucdes e a erosdo/remineralizacdo conforme descrito. Ao final
do experimento, a perda superficial (em pm) dos espécimes foi avaliada por
perfilometria e os dados foram submetidos aos testes ANOVA dois fatores e
Tukey (5%). Houve diferenca entre os desafios (erosdo e erosdo+abrasao), assim
como os tratamentos com solucdes fluoretadas foram capazes de proteger o
esmalte contra o desgaste erosivo, significantemente diferentes do controle
negativo. Pode-se concluir que tanto para o estudo in vitro quanto para o estudo
in situ a associacdo do NaF ao Sn e também estes ao Carbopol apresentaram
resultados promissores diminuindo o desenvolvimento do desgaste erosivo.

Palavras-chave: Erosdo dentaria. Abrasao dentaria. Polimeros. Fluoreto de sodio.
Esmalte dentario. Perfilometria.



Nogueira DMSA. Evaluation of the protective effect of fluoride associated to
bioadhesive polymer Carbopol in the erosive wear [doctorate thesis]. Sdo José
dos Campos (SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2018.

ABSTRACT

The protective effect of fluoride against erosion has been related mainly to the
formation of calcium fluoride deposits and the adsorption of fluoride ions on the
dental surface, so it was hypothesized that the incorporation to the Carbopol 980
polymer could potentiate the protective effect of fluoride solutions in the control
of the enamel erosive wear with the formation of a protective film. The proposal
was divided in two stages. The first stage consisted of an in vitro study in which
the association of Carbopol polymer to sodium fluoride (NaF) and sodium
fluoride with tin chloride (NaF + Sn) was tested in the presence of acquired
pellicle. The ph stat test was used to test the protective potential of these
components isolated or associated, in relation to the dissolution of
hydroxyapatite, thus predicting the protective potential of the solutions tested.
The remineralizing and protective effect against initial erosion measured by
microhardness was investigated. Cylindrical polished bovine enamel specimens
(3 mm diameter) was prepared and demineralized with 0.3% citric acid (pH 2.6)
for 2 minutes (n=15). The specimens were immersed in human saliva for 2 hours
to allow acquired pellicle formation and then, treatment with experimental
solutions for 2 minutes were performed [NaF (500 ppm F), NaF + Carbopol
(0,1%), NaF + Sn (500 ppm F + 800 ppm Sn), NaF + Sn + Carbopol], deionized
water (negative control) and comercial mouthrinse (EImex — positive control). A
new immersion in human saliva (2 h) for remineralization and then new acid
challenge were performed. The Knoop microhardness was measured at different
times: baseline, after the first acid challenge, after treatments (remineralization
potential), and after second acid challenge (protective potential). Additionally, a
new immersion in test solutions was conducted for the measurement of alkali-
soluble fluoride on enamel surface. ANOVA and Tukey tests were applied (5%).
It was observed that the dissolution of hydroxyapatite was lower in the groups
treated with NaF + Sn + Carbopol compared to the other groups. This result was
also observed with the remineralizing and protective potentials, measured by
microhardness. The measurement of alkali-soluble fluoride on enamel surface
was also higher to the NaF + Sn + Carbopol association group compared to the
other groups. The second stage was an in situ study carried out with the
experimental solutions that present the greatest protective potential in the
previous in vitro study. For this, polished enamel specimens were divided into



three groups (n = 60): NaF + Sn (positive control), NaF + Sn + Carbopol, and
deionized water (negative control). An in situ model with three stages was tested.
Fifteen volunteers participated in the study. In each phase, volunteers used a
palatal appliance containing 4 specimens each, in which two were submitted to
an erosion and remineralization cycle for 5 days. This cycle consisted of using the
appliance for 2 hours for pellicle formation, followed by extra oral immersion in
1% citric acid (pH 2.3 - 5 minutes - 4x/day) with intervals of 1 hour of in situ
saliva exposure between challenges and treatment with the solutions 2x/day for 1
minute. The other two specimens were subjected to
erosion/abrasion/remineralization cycle, in which abrasion was performed
2x/day - 15 seconds, with active electric toothbrush, before the daily treatment
with the solutions, and erosion/remineralization as previously described. At the
end of the experiment, enamel surface loss (um) was evaluated by profilometry
and the data were analyzed by two-way ANOVA and Tukey tests (5%). There were
differences between the challenges (erosion and erosion + abrasion), as well as
treatments with fluoride solutions were able to protect the enamel against erosive
wear, significantly different from the negative control. It can be concluded that
for both the in vitro and the in situ study, the association of NaF to Sn, and these
to Carbopol, presented promising results reducing the development of erosive
wear.

Keywords: Tooth erosion. Tooth abrasion. Polymers. Sodium fluoride. Dental
enamel. Profilometry.
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1 INTRODUCAO

A erosdo dental € caracterizada por perda irreversivel de estruturas
dentais, decorrentes da dissolucdo quimica de mineral por acidos, sem
envolvimento bacteriano (Ganss, Lussi, 2014). Embora tenha sido reconhecida
como um problema por décadas, ela ndo foi considerada uma questdo importante
de tratamento bucal até recentemente. Uma revisdo de inumeras publicacdes de
saude publica indica que a erosdo dentaria ndo é apenas prevalente, mas também
crescente em muitos paises desenvolvidos (Lussi, Carvalho, 2014). As lesdes
podem ser encontradas em todas as superficies dentarias (Jaeggi, Lussi, 2014) e
0s acidos responsaveis pela erosdo podem ser de origem extrinseca (presentes
principalmente nos alimentos e bebidas acidas) ou intrinseca (representado pelo
acido cloridrico presente no suco gastrico) (Lussi, Jaeggi, 2006; Lussi, Carvalho,
2014; Moazzez, Bartlett, 2014).

Existem alguns fatores biolégicos que podem modular a progresséo do
desgaste erosivo, com grande destaque para a saliva (Hara et al., 2006; Hara, Zero,
2014) e sua funcdo em formar a pelicula adquirida, que atua como uma barreira
protetora para a superficie dental frente aos desafios acidos (Lendenmann et al.,
2000; Buzalaf et al., 2012; Cassiano et al., 2018). No entanto, seu efeito protetor
é limitado, pois esta relacionado a frequéncia de desafios erosivos aos quais 0s
pacientes de alto risco para erosdo estdo submetidos (Schlueter, Tveit, 2014).

Para prevenir o aparecimento de novas lesoes e controlar a progressao das
lesOes ja existentes, algumas medidas preventivas como reducédo da frequéncia de
exposicdo aos 4&cidos devem ser tomadas (Magalhaes et al., 2009).
Concomitantemente, podem ser implementadas estratégias para aumentar a
resisténcia dentaria aos acidos erosivos (Ganss, Lussi, 2014), como a aplicacéo
topica de produtos fluoretados (Schlueter et al., 2007; Ganss et al., 2011; Lussi et
al., 2011).
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Nesse contexto, a aplicacdo frequente de produtos fluoretados visando a
reducdo da solubilidade das superficies dentais tem sido uma das manobras mais
comumente preconizadas (Magalhaes et al., 2009; Ganss et al., 2012). Entretanto,
existe uma grande variacdo na eficacia desses produtos, o que entre outros fatores,
parece estar relacionada com o tipo de composto de fluor testado (Ganss et al.,
2008; Rios et al., 2008; Wiegand et al., 2009).

Compostos monovalentes, como o fluoreto de sddio (NaF) apresentam
efeito protetor contra a erosdo dentaria demonstrado ha varios anos, sendo este
efeito atribuido principalmente a formacéo de compostos semelhantes ao CaF;na
superficie do esmalte, que atuam como uma barreira ao contato direto do acido
com a superficie dental (Graubart et al., 1972; Petzold, 2001; Scaramucci et al.,
2013; Lussi, Hellwig, 2014; Faller, Noble, 2018). Formulag6es neutras contendo
estes compostos fluoretados, como dentifricios e enxaguatérios, possuem, no
entanto, uma limitada eficacia na prevencdo do desgaste erosivo (Magalhaes et
al., 2007; Macdonald et al., 2010; Ganss et al., 2011; Scaramucci et al., 2013). Ja
as formulacbes acidas podem promover um beneficio maior (Huysmans et al.,
2014).

Compostos fluoretados polivalentes de cations metélicos, como o fluoreto
de estanho (SnF,), vém demonstrando um potencial protetor superior contra o
desgaste erosivo (Huysmans et al., 2014). Além da formacdo dos compostos
semelhantes ao CaF;, 0 estanho pode interagir com a superficie dental formando
uma rica camada de Sn, muito mais acido resistente (Ganss et al., 2010;
Scaramucci et al., 2015; Faller, Noble, 2018; Sakae et al., 2018).

Contudo, ha de se considerar que mesmo os tratamentos mais eficazes a
base de fluoretos devem ser aplicados frequentemente, pois sua protecdo
apresenta curta duracdo quando considerado o ambiente erosivo no qual eles séo
expostos. Nesse sentido, hd uma preferéncia por produtos de uso caseiro, como

enxaguatorios bucais, pois sdo uma 6tima opcao para complementacédo da higiene
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oral de uso diario, de facil utilizacdo e acesso, o que permite uma aplicacdo mais
frequente (Huysmans et al., 2014; Schlueter, Tveit, 2014). Atualmente no
mercado existem poucas formulacdes de enxaguatério bucal para prevencéo do
desgaste erosivo, a base de fluoretos, porém ndo comercializados no Brasil, o que
dificulta e limita muito sua obtencao pelos pacientes.

Como alternativa de tratamento, alguns polimeros organicos e inorganicos
formadores de filme também tém sido avaliados em relacdo a sua capacidade de
reduzir a erosdo dental. Diversos polimeros ja foram testados como ingredientes
ativos de solucdes de bochecho ou de dentifricios, (Gracia et al., 2010; Manarelli
et al., 2011; White et al., 2011; Ganss et al., 2012) e também, como aditivos em
solucdes e bebidas &cidas (Barbour et al., 2005; Hooper et al., 2007; Beyer et al.,
2010; Hemingway et al., 2010; Scaramucci et al., 2011). Adicionalmente, estudos
anteriores demonstraram que muitos desses polimeros podem interagir
positivamente com compostos de flior, aumentando assim seu efeito protetor
(Gracia et al., 2010; Moretto et al., 2010; White et al., 2011). Estes polimeros
apresentam a propriedade de bioadesdo, sendo capazes de se ligar a substratos
bioldgicos, e vém sendo amplamente utilizados na inddstria farmacéutica como
estratégia para aumentar o tempo de permanéncia de medicamentos no organismo
(Villanova et al., 2010).

O efeito da adicdo de agentes bioadesivos em produtos de uso oral tem
sido investigado, com resultados promissores com relacdo a retencdo destes nas
superficies duras dentérias (Zaman et al., 2010). Estudos mostraram que alguns
polimeros possuem, de fato, esse efeito inibidor, provavelmente devido a sua
interacdo com a superficie da hidroxiapatita, formando uma camada adsorvida,
que seria capaz de reduzir as trocas ibnicas entre a solucédo acida e o substrato
dental (Barbour et al., 2005; Beyer et al., 2012).

Neste sentido, em um estudo in vitro de nosso grupo de pesquisa, foram

avaliadas as propriedades anti-erosivas de solugcfes fluoretadas associadas a
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polimeros bioadesivos (Avila et al., 2017). Por meio da anélise de perfilometria,
pdde-se concluir que a associacdo do polimero Carbopol 980 a solucéo de fluoreto
de sodio resultou em menores valores de perda de esmalte, comparado ao fluoreto
sozinho. Sugere-se que o efeito protetor observado neste estudo estaria
relacionado a uma acdo combinada de ambos 0s agentes, ou seja, do carbopol se
ligando nos locais do esmalte onde o flGor ndo se ligou.

Tendo em vista os resultados promissores obtidos com este agente e de
sua combinacdo com fluoreto, é oportuno associd-lo a outros compostos
fluoretados e testd-los em uma condicéo clinica mais relevante, com a presenca
de saliva e da pelicula adquirida. 1sso porque algumas proteinas salivares também
possuem afinidade com as superficies dentais, podendo competir com 0s agentes
anti-erosivos por sitios de ligacdo (Barbour et al., 2005; Scaramucci et al., 2012).
Ainda sob condig6es clinicas, tecidos duros dentais sdo expostos ndo so a agentes
erosivos, mas também a agentes abrasivos provenientes da escovacdo. Sendo
assim, os precipitados encontrados apoés a aplicacdo de agentes fluoretados, bem
como a camada protetora associada ao uso de polimeros, devem resistir as forcas
abrasivas para exibir um efeito de protecdo de longa duracdo contra os desafios
acidos (Wiegand et al., 2010; Scaramucci et al., 2015).

Desta forma, o desenvolvimento de um estudo in situ é de grande
relevancia para se certificar do beneficio observado pela associacdo testada
previamente no estudo in vitro. Em dependéncia dos resultados desta pesquisa,
teremos novas perspectivas para formulacdo de produtos capazes de prevenir o

desenvolvimento da erosdo associada a abrasdo na superficie do esmalte.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A elaboracédo desta revisdo da literatura, sem a pretensdo de esgotar o
assunto, teve por objetivo abordar algumas das mais relevantes pesquisas que
precederam este estudo, as quais serdo apresentadas em topicos principais que
versardo sobre definicdo e etiologia da erosdo dental, seus possiveis tratamentos,
relacdo da pelicula adquirida com o desenvolvimento da erosdo dental e quanto

a0s recursos para mensuracao de lesGes erosivas.

2.1 Erosao Dentaria

2.1.1 Definicéao e etiologia

A erosdo dentaria é uma doenca multifatorial definida como a perda de
tecido dental por um processo quimico em que ndo ha& presenca de
microorganismos (Zero, 1996; Lussi, Carvalho, 2014). Ganss (2006) descreveu a
erosdo dental como sendo um desgaste quimico causado por acidos ou agentes
quelantes extrinsecos ou intrinsecos agindo sobre a superficie dos dentes na
auséncia de placa. Os aspectos clinicos do processo de erosédo se apresentam como
uma perda inicial de brilho na superficie dos dentes, seguida de planificacdo das
estruturas convexas. Com a continua exposi¢do aos acidos, concavidades se
formam nas superficies lisas e escavagdes sdo observadas nas faces incisais e
oclusais (ten Cate, Imfeld, 1996; Ganss, Lussi, 2014). As restauracdes parecem

estar elevadas em relacdo aos tecidos dentarios adjacentes e a coloracdo dos
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dentes se torna amarelada (Ganss, Lussi, 2014). Em estagios avangados e severos,
0 desgaste erosivo pode causar alteracfes na morfologia dentéria, com prejuizo
estético e funcional, além de comprometimento da dimenséo vertical (Schlueter
et al., 2012). Adicionalmente, quando resulta em exposicdo dentinaria, pode
resultar em sintomatologia dolorosa (Lussi et al., 2011). Fatores bioldgicos,
quimicos e comportamentais estdo intimamente relacionados com a perda de
superficie dental pelo processo erosivo, porém tais fatores podem, por outro lado,
oferecer protecdo a superficie dental (Lussi, Carvalho, 2014).

O processo quimico de desmineralizacéo da superficie dental causado pela
erosdo acontece pela difusdo de ions hidrogénio, provenientes de acidos fracos
(como acido citrico ou acético) ou fortes (como acido cloridrico), através da
pelicula adquirida (barreira organica derivada de proteinas e lipideos), a qual
recobre a superficie dental, e por fim atingindo as camadas de cristais de
hidroxiapatita (Featherstone, Lussi, 2006; Lussi, Jaeggi, 2006), ou pela
propriedade quelante da solucdo, ligacdo de anions com o complexo de célcio
(Featherstone, Lussi, 2006; Lussi, Carvalho, 2014). Para a erosdo dental, os acidos
fracos sdo de maior importancia, pois seus ions hidrogénio sédo derivados de
acidos que séo dissociados em agua. Por exemplo, o &cido citrico presente em
bebidas com potencial erosivo tem a possibilidade de produzir trés ions
hidrogénio de cada molécula. O préprio ion hidrogénio pode atacar cristais
minerais do dente e dissolvé-los, combinando-se com outros ions fosfato ou
carbonatados (Featherstone, Lussi, 2006).

Featherstone e Lussi (2006) relatam que acidos fracos, como o acido
citrico, apresentam uma interacdo bastante complexa, pois na agua eles se
apresentam como uma mistura de ions hidrogénio, anions acidos (por exemplo,
citrato) e moléculas de &cido ndo associadas, sendo a quantidade de cada um
determinada pela constante de dissociacdo do acido e pelo pH da solucdo. Além

do efeito do ion descrito anteriormente, o &nion citrato pode formar um complexo



21

com o calcio, sendo este removido do cristal de hidroxiapatita. Portanto, o acido
citrico apresenta uma acdo dupla, sendo muito nocivo para a superficie dental. O
processo erosivo sera interrompido somente quando substancias acidas e/ou
quelantes ndo forem mais fornecidas (Zero, Lussi, 2005).

A maioria das substancias ingeridas com pH baixo, como sucos de frutas
citricas e refrigerantes, podem ocasionar erosdo dental. Porém o potencial erosivo
de uma bebida ndo depende apenas de seu pH, mas também relaciona-se com seu
contetido mineral, da sua capacidade tampéao e sua propriedade quelante (Lussi et
al., 2004). A quantidade de fluoreto, fosfato e calcio da substancia que sera
ingerida, determina o grau de saturacdo desta com os minerais do dente. Bebidas
que apresentam baixo potencial erosivo sdo supersaturadas em relagdo ao
substrato dental, sendo assim, como descrito anteriormente, bebidas que
apresentam propriedades quelantes em relacdo ao célcio, podem aumentar o
processo erosivo quando em contato com a superficie dental (Featherstone, Lussi,
2006).

Quanto ao efeito tampéo da solucdo, é descrito como a capacidade desta
em resistir uma mudanca de pH, pois quanto maior a capacidade tampéo de uma
bebida ou alimento acidos, maior sera o tempo que a saliva levara para neutralizar
0 acido, aumentando o processo de dissolucdo da superficie dental (Lussi et al.,
2004).

Larsen e Nyvad (1998) compararam o pH, a concentracdo de fosfato de
calcio e fluoreto e a capacidade de tamponamento de 18 bebidas com o0s seus
efeitos erosivos e da solubilidade de apatita. O efeito tampé&o foi determinado por
meio de titulagdo com NaOH. Dentes humanos protegidos com esmalte pra unhas,
exceto em uma area de 3x4 mm, foram expostos a 1,5 litros de cada bebida por 7
dias ou 24 horas sob agitacdo constante. A profundidade da desmineralizacao foi
avaliada em se¢Ges longitudinais por microrradiografia. A dissolucdo do esmalte

aumentou inversamente ao pH da bebida e em paralelo com a solubilidade da
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apatita do esmalte. O suco de laranja (pH 4,0) suplementado com 40 mmol/L de
calcio e 30 mmol/l de fosfato, apesar de seu baixo pH e sua alta capacidade
tampé&o, ndo provocou erosao no esmalte, sendo assim, a presenca desses minerais
influencia o processo erosivo. Geralmente, quanto menor o pH, mais NaOH foi
necessario para levar o pH a neutralidade. A bebida a base de cola (pH 2,4)
apresentou baixo efeito tampéo e alta capacidade de produzir erosdo. Para todas
as bebidas, a baixa concentracdo de flior ndo causou efeito sobre a erosao.

Willershausen e Schulz-Dobrick (2004) em um estudo in vitro analisaram
o potencial erosivo de diferentes bebidas &cidas ao longo de um intervalo de
tempo de 6 h. Cortes de terceiros molares foram incubados nas diferentes bebidas.
Os espécimes do grupo controle foram expostos a uma solucgéo de cloreto de sodio
a 0,9% sob as mesmas condicbes (37 °C em atmosfera humidificada de 5% de
CO; e 95% de ar). Foi realizada uma analise quantitativa de calcio, fosforo,
oxigénio e outros elementos nos cortes dentais, em varias profundidades variando
de 5 a 50 pum, utilizando um micro-analisador de sonda de elétrons (Jeol JXA
8900RL). Observou-se uma perda de minerais induzida pelas bebidas,
especialmente os componentes principais calcio e fosforo, nas camadas superiores
do esmalte para uma profundidade de 30 um. Na profundidade de 10 pum, a perda
de mineral total pode ser determinada: vinho branco (16%), Coca Cola (14,5%),
suco de macé (6,5%) e cha gelado com limé&o (6,5%). Devido ao efeito tampéo
das bebidas, ndo foi possivel observar uma correlacdo direta entre a perda de
minerais e seu valor de pH. A conversdo da percentagem de peso a partir da
analise quimica de Ca e P para as suas percentagens atbmicas mostraram que
durante a erosdo, 0s componentes principais ndo foram dissolvidos em
significantes diferencas de porcentagens.

Conforme relatado por Hara et al. (2006), fatores biologicos como saliva,
pelicula adquirida, anatomia dental e posicionamento em relacdo aos tecidos

moles e lingua, estdo relacionados ao desenvolvimento da erosdo dental. A saliva
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tem demonstrado ser um dos fatores biolégicos mais importantes na prevencédo da
erosdo dental, pois ela desempenha um papel determinante na formacdo da
pelicula adquirida, a qual atua efetivamente como um possivel permeabilizante
seletivo evitando o contato do acido com a superficie dental e reduzindo o grau
de dissolucdo da hidroxiapatita (Lendenmann et al., 2000). No entanto, o nivel de
protecdo da pelicula parece ser regulado por sua composicédo, espessura e tempo
de maturacédo (Zero, Lussi, 2005). Por apresentar um certo teor de minerais, a
saliva também pode prevenir a desmineralizacdo e também atuar na
remineralizacdo. No entanto, estes fatores de prevencao e reparagcdo nao Sao
suficientes contra os desafios altamente erosivos. Sua prote¢do comeca antes do
inicio do ataque &cido, com 0 aumento do fluxo salivar em resposta aos estimulos
extra bucais, como olfato (Lee, Linden, 1992) e visdo (Christensen, Navazesh,
1984). A capacidade de neutralizacdo e tamponamento da saliva aumenta com um
maior fluxo salivar (Eisenburger et al., 2000).

Segundo Zero e Lussi (2006), durante e apds um desafio erosivo, fatores
comportamentais desempenham um papel importante na extensdo no desgaste
erosivo. A maneira como os alimentos e bebidas sdo inseridos na cavidade oral
(engolindo, bebendo em goles ou usando um canudo) afetara quanto tempo a
superficie dental ficara exposta ao desafio erosivo, além da freqiiéncia e duracao
da exposicdo a um agente erosivo. A exposi¢do noturna apresenta um potencial
destrutivo devido a reducdo do fluxo salivar neste periodo.

Lussi e Carvalho (2014) ressaltam que nas ultimas décadas houve uma
mudanca no estilo de vida da populacédo, destacando-se um aumento no consumo
de alimentos e bebidas acidas. Em criangas e adolescentes foi significante a
reducdo no consumo de leite e agua, sendo inversamente proporcional a
frequéncia e quantidade de ingestdo de refrigerantes e sucos artificiais. Monteiro
et al. (2000) avaliaram as mudancas na composicédo e adequacéo nutricional da

dieta familiar nas areas metropolitanas do Brasil, entre os anos de 1988 e 1996, e
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observaram uma reducdo no consumo de verduras, legumes, frutas e sucos
naturais e um aumento de consumo de acucares e refrigerantes.

Em contrapartida, ha uma parcela da populagédo que procura por um estilo
de vida saudavel, por meio da prética regular de exercicios e pelo consumo de
uma dieta rica em frutas e vegetais. Com isso tendem a ingerir, principalmente
apos a préatica esportiva, bebidas acidas como isoténicos e sucos, como forma de
repor a energia que necessitam, através da manutencdo do nivel de minerais e
fornecimento de carboidratos (Zero, Lussi, 2006). Além deste novo estilo de vida,
essa parcela da populacdo se preocupa em cuidar mais da higiene oral (Zero,
Lussi, 2006). Embora seja comprovada que uma boa higiene oral € imprescindivel
para a prevencéo de doenca periodontal e de cérie dental, a escovacdo freqliente
com produtos abrasivos ap6s consumo de substancias acidas pode aumentar o
desgaste da superficie dental (Shellis, Addy, 2014). A desmineralizacdo parcial
que ocorre logo apds o consumo de &cidos é reversivel, pela acdo dos minerais
presentes na saliva. No entanto, o esmalte inicialmente desmineralizado por acdo
acida pode ser facilmente removido pela agdo mecénica da escovagdo, o que
acelera o processo erosivo (Zero, Lussi, 2006).

Adicionam-se aos fatores comportamentais os estilos de vida pouco
saudaveis como os relacionados ao consumo de medicacGes ou drogas ilegais, 0s
quais aumentam o risco ao desenvolvimento de erosdo dental (Lussi, Hellwig,
2001; Lussi, Carvalho, 2014). Doencas como refluxo gastroesofagico, alcoolismo
crénico e disturbios psicossomaticos (vomitos, como resultado da anorexia ou
bulimia) também estdo relacionados a maior predisposicdo a erosédo dental (Zero,
1996; Moazzez, Bartlett, 2014).
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2.1.2 Prevencao e controle do desgaste erosivo

Um pré-requisito em medidas preventivas para erosdao dental é o
estabelecimento de um correto diagnostico e avaliacdo dos diferentes fatores
etiologicos da doencga (Lussi, Hellwig, 2006). As lesGes erosivas sdo apenas
diagnosticadas clinicamente, por conseqtiéncia, se a erosao nao for diagnosticada
na fase inicial, o tratamento pode ser comprometido, assim como a adogao de
medidas preventivas.

Como medidas preventivas, importantes acfes que podem ser tomadas a
fim de diminuir a frequéncia e severidade da exposi¢édo aos acidos, sdo estimular
o fluxo salivar e a formacdo da pelicula adquirida, intensificar a resisténcia
dentaria aos acidos e estimular a remineralizacdo, promover prote¢do quimica e
mecanica, minimizar forgas abrasivas e diminuir o potencial erosivo das
substéncias acidas (Gandara et al., 1999; Ganss, Lussi, 2014). Adicionalmente
deve ser feito um aconselhamento dietético por meio da andlise do histérico da
dieta, possibilitando ao dentista determinar seu potencial erosivo (Lussi, Hellwig,
2006). Com base nessas analises, um programa preventivo individualmente
adaptado pode ser sugerido ao paciente (Lussi, Hellwig, 2006).

Deve-se ressaltar que a eliminacéo de fatores causais é dificil, pois eles
estdo associados aos habitos e aos estilos de vida do paciente (Lussi, Hellwig,
2006). Frente a essas dificuldades, a progressdo das lesdes de erosdo tende a
continuar e com isso causar hipersensibilidade dentaria, prejuizos estéticos e
presenca de fendas na interface dente/restauragdo, sendo necesséria a reabilitacdo
bucal, nos casos mais avancados (Lussi et al., 2006). Porém tratamentos
restauradores ndo previnem a lesdo erosiva, havendo a necessidade de medidas
que inibam ou estabilizem o problema e que ndo dependam, exclusivamente, de

mudancas de habitos pelos pacientes.
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Sendo assim, o aperfeicoamento de métodos preventivos ja utilizados,
bem como as técnicas coadjuvantes na prevencdo e controle destas lesdes
erosivas, se faz necessario. Neste contexto, autores relatam o efeito da utilizacéo
de agentes fluoretados sobre a superficie erodida (Ganss et al., 2001, 2004, 2011;
Schlueter et al., 2007; White et al., 2012; Wiegand et al., 2014), assim como 0
aumento da substantividade destes agentes por meio da associa¢do com polimeros
(Gracia et al., 2010; Zaman et al., 2010; Buzalaf et al., 2014; Wiegand et al.,
2014).

2.2 Acdo da pelicula adquirida

A saliva é o fator biolégico mais relevante para a prevencao frente ao
desgaste erosivo (Hara, Zero, 2014), comecando a atuar mesmo antes do ataque
acido, com um aumento da taxa de fluxo salivar como resposta aos estimulos
provocados pelos acidos. Isso cria um cenario mais favoravel, melhorando o
sistema de protecéo da saliva e efetivamente diluindo e eliminando os acidos que
entram em contato com superficies dentérias durante o desafio erosivo. A saliva
desempenha um papel importante na formacdo da pelicula adquirida, uma
membrana que impede o contato do acido com as superficies dos dentes. Devido
a sua composicdo mineral, a saliva pode prevenir a desmineralizacdo bem como
promover a remineralizacdo. Finalmente, a saliva também pode representar a
expressao bioldgica do risco de um individuo em desenvolver lesdes erosivas.
Portanto, alguns dos componentes da saliva, bem como a pelicula adquirida,
podem servir como potenciais biomarcadores para erosdo dentaria (Hara, Zero,
2014).
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Todas as superficies dentarias expostas a cavidade oral sdo naturalmente
revestidas pela pelicula adquirida, esta qual é composta por componentes
macromoleculares adsorvidos da saliva, fluido crevicular gengival, sangue,
bactérias, mucosa e dieta. A pelicula (formada in situ / in vivo) funciona,
basicamente como uma rede semipermedvel de macromoléculas salivares
adsorvidas e fornece protecdo parcial contra os desafios acidos, no entanto, ndo
pode completamente prevenir a desmineralizacdo da superficie do dente e
consequentemente reduz a taxa de dissolucdo da hidroxiapatita (Hannig, Hannig,
2014). A ligacéo de calcio e fosfato a peptideos e proteinas adsorvidas na camada
basal da pelicula, sdo de importante relevancia para a reducdo da erosdo (Hannig,
Hannig, 2014).

Varios estudos in situ e in vivo indicam que o a camada de pelicula
adquirida tem o potencial de proteger a superficie do esmalte contra a
desmineralizacdo (Hannig, Balz, 2001; Hannig et al., 2005; Wiegand et al., 2008;
Hannig, Hannig, 2014). Todas estas investigacdes revelam que a pelicula formada
naturalmente fornece um efeito inibitdrio evidente para alteracdes relacionadas
com o &cido (por exemplo, perda mineral, diminuicdo da microdureza e aumento
da rugosidade superficial) na superficie do esmalte durante a erosdo. No entanto,
o efeito protetor da pelicula s6 serd mantido enquanto ela estiver presente sobre
as estruturas dentais. A escovacdo com dentifricios abrasivos pode ser um fator
de remocdo da pelicula, contudo, ela volta a se formar instantaneamente sobre o
esmalte escovado (Hannig, Balz, 2001). A sua eficacia para reduzir a
desmineralizacéo e para proteger a superficie do esmalte contra o desgaste erosivo
difere, dependendo dos trabalhos realizados e, portanto, é dificil avaliar o nivel
exato de protecdo da superficie do esmalte pela pelicula fisiologicamente formada
(Hannig, Hannig, 2014).

A pelicula é formada pela grande afinidade existente entre as proteinas,

peptideos, lipideos e outras macromoléculas presentes na saliva, adsorvidas com
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as superficies orais e também pelas interacdes intermoleculares existentes entre
essas proteinas (Hara et al., 2006; Buzalaf et al., 2012; Hara, Zero, 2014). Os
possiveis mecanismos de formacdo da pelicula adquirida envolvem interagdes
eletrostaticas, formacdo de agregados hidrofébicos e forcas de Van Der Walls
(Imai, Tamaki, 1999).

A formacéo da pelicula adquirida sobre o esmalte € um processo dinamico
que comeca poucos segundos ap6s sua remocao (Imai, Tamaki, 1999), seja por
escovacao, dissolugdo quimica ou profilaxia (Hara et al., 2006) e ocorre em duas
etapas. Na primeira etapa ocorre adsorcdo inicial de proteinas precursoras da
pelicula, que possuem alta afinidade pela hidroxiapatita e se ligam a ela por meio
de interagdes eletrostaticas com as regides hidrofobas do dente, deixando as
cadeias hidrofobas das proteinas expostas a superficie (Siqueira et al., 2012).
Estudos indicam que nessa primeira etapa as proteinas que se adsorvem a
hidroxiapatita sdo as PRPs (proteinas ricas em prolina), estaterinas, histatinas,
mucinas, amilase, cistatinas, lisozimas e lactoferrinas (Siqueira et al., 2012). As
histatinas possuem um comprovado efeito contra a desmineralizacdo do esmalte
in vitro (Siqueira et al., 2012). Nessa primeira etapa a espessura da pelicula atinge
10 a 20 nm de espessura e permanece estavel por aproximadamente 30 minutos
(Siqueira et al., 2012).

A segunda etapa pode complementar a primeira, ou ocorrer
independentemente, e consiste em agregados proteicos que podem adsorver na
superficie dental ou interagir com a camada proteica previamente formada por
meio de interacgdes proteina-proteina (Hara et al., 2006; Siqueira et al., 2012). Essa
segunda etapa contribui para o rapido aumento em espessura da pelicula e
caracteriza o seu estagio de maturacdo da pelicula, atingindo seu pico entre 30 e
60 minutos (Siqueira et al., 2012). Ao fim das duas etapas de formacao, sugere-
se que ocorra um equilibrio na adsor¢do de proteinas em um intervalo de

aproximadamente 2 horas (Hara et al., 2006).
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Alguns aspectos morfologicos podem interferir na acdo da saliva e no
desenvolvimento da erosdo. Diferentes locais da cavidade oral podem tornar os
dentes mais suscetiveis ao desenvolvimento da erosdo, ndo sO pela protecéo
salivar diferente, mas também por sua exposicdo a forcas mecanicas resultantes
do contato com os tecidos moles circundantes e a lingua (Hara, Zero, 2014). A
espessura da pelicula adquirida sofre variacdo sobre os dentes ao longo dos arcos
dentais e pode ser responsavel pela distribuicdo das lesdes erosivas (Amaechi,
Higham, 2001). Ha uma relacéo entre a espessura da pelicula e o aparecimento
das lesbes, onde a espessura € maior o aparecimento das lesbes €
consequentemente menor (Amaechi, Higham, 2001). Lussi et al. (2004)
demonstraram que a regido lingual anterior e posterior do arco inferior, com a
maior espessura de pelicula formada in situ se mostrou menos suscetivel para o
aparecimento da lesdo, ap0s exposicao in vitro em suco de laranja por 2 horas, do
que na regido lingual anterior superior, na qual a pelicula formada in situ era mais
fina.

A desmineralizacdo da superficie do dente s6 pode ocorrer apés a difusao
do &cido (ions H*) através da pelicula ou depois da dissolucdo (parcial) ou
remocédo da pelicula adquirida induzida pela interacdo com o acido. A estrutura
da pelicula ndo impede o contato direto entre o agente erosivo e a superficie do
dente, no entanto, pode reduzir e retardar a interagdo imediata entre os acidos e a
superficie do dente. Além disso, as proteinas adsorvidas na camada de pelicula
podem atuar como tampao ao ligar ions H* ou acidos que atacam a superficie do
dente (Hannig, Joiner, 2006; Siqueira et al., 2012).

Embora a protecdo da saliva seja importante (antes, durante e apos a
exposicao ao acido), pode ndo ser suficiente para evitar a erosdo dentaria. Estes
fatores de protecdo biologica acima mencionados sdo melhor entendidos se
considerados como resposta fisiologica do hospedeiro a episddios ocasionais ou

leves de desafio acido na cavidade oral. N&o ird ocorrer desgaste erosivo, a menos
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que o desafio &cido (forca e/ou frequéncia) exceda um determinado limiar ou até
mesmo se a resposta do hospedeiro ndo for adequada para reduzir o desafio
erosivo. Conforme enfatizado por Meurman et al. (1994), se o desafio erosivo for
suficientemente forte, mesmo o fluxo salivar normal e a funcdo ndo podem
proteger os dentes. Como conseqiéncia, a erosdo dentdria pode ser
dramaticamente reforcada por desafios altamente erosivos e/ou por disfuncéo

salivar.

2.3 Fluoretos

Conhecendo o sucesso da utilizacdo dos fluoretos no tratamento de lesdes
de céarie, os mesmos tém sido testados para prevenir ou controlar o
desenvolvimento das lesdes de erosdo na superficie dental (Wiegand, Attin,
2003). Diversas formas de apresentacdo dos fluoretos na prevencdo ou controle
da erosdo tém sido descritos, como dentifricios, géis, vernizes e solugfes, no
entanto, sua eficacia é ainda controversa (Wiegand, Attin, 2003; Magalhaes et al.,
2009). Estudos in vivo e in situ, indicam que altas concentracdes de fluoreto séo
capazes de limitar o progresso da eroséo e auxiliar no processo de remineralizacéo
(Wiegand, Attin, 2003; Moron et al., 2013). Em um estudo in vitro Moron et al.
(2013) avaliaram o efeito de diferentes concentracdes de fldor em dentifricios
acidos (pH 4,5) e neutros (pH 7,0) na protecdo do esmalte e dentina bovina frente
ao desafio erosivo. Foram utilizados dentifricios liquidos experimentais com as
concentracdes 550, 1100 e 5000 ppm F e 0 ppm F (placebo) e dentifricios
comerciais com 550 ppm F (Colgate bebé, pH7), 1100 ppm F (Crest, pH7) e 5000
ppm F (Duraphat, pH7). O desafio erosivo foi realizado com Sprite Zero (Coca-

Cola, pH 2,6) durante 90 segundos, quatro vezes ao dia durante sete dias.
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Imediatamente apds o primeiro e Ultimo desafio erosivo, as amostras foram
expostas, por 15 segundos, a um dos dentifricios. O desgaste da superficie dental
foi analisado por meio de andlise perfilométrica. Todos os dentifricios liquidos
fluoretados reduziram significantemente o desgaste do esmalte em relagdo aos
dentifricios comercial e placebo, j4 para as amostras de dentina, apenas 0s
dentifricios experimentais com 1100 ppm F e 5000 ppm F reduziram
significantemente o desgaste erosivo em comparagdo aos outros grupos. Neste
estudo o pH ndo teve nenhum efeito, mas a consisténcia teve um impacto
significativo sobre o efeito dos dentifricios.

A utilizacdo de dentifricios fluoretados é a forma mais frequiente de uso
topico. Em um estudo in situ/ex vivo Magalhaes et al. (2007) observaram que a
presenca de fluoreto nos dentifricios reduz a perda do esmalte submetido a eroséo
e a abraséo. No entanto, o aumento da eficacia relacionado ao aumento de sua
concentracdo ainda é motivo de controvérsia (White et al., 2012). Rios et al.
(2008) ao avaliarem em in situ/ex vivo o efeito da aplicacdo de um dentifricio
fluoretado altamente concentrado com 5000 ppm F, no esmalte submetido a
erosdo ou a erosdo associada a abrasdo por meio de escovacdo, concluiram que a
alta concentracdo ndo influenciou significantemente o efeito protetor contra
erosdo ou erosdo associada a abrasdo. Porém os autores ressaltam que fatores
como diluicdo do dentifricio e o curto tempo de utilizacdo atuariam de forma a
ndo favorecer o deposito de uma camada relevante de fluoreto de célcio sobre a
superficie dental. Resultado semelhante foi observado in vitro por Scaramucci et
al. (2013), que concluiram que embora o fluoreto de sodio seja capaz de reduzir o
desgaste erosivo/abrasivo do esmalte dental, a simulacdo do dentifricio contendo
5000 ppm de fluor ndo promoveu maior protecdo comparado a concentracéo
convencional de 1100 ppm.

Segundo ten Cate e Featherstone (1991), quando o fldor é introduzido em

uma solucéo contendo calcio e fosfato, pode-se formar fluoreto de calcio (CaF,)
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ou hidroxiapatita fluoretada (HAF), dependendo do pH e da concentracédo de cada
fon. Este é dissolvido em solugbes aquosas e o fosfato inibe a inducdo dessa
dissolucdo quando o pH é superior a 5. Esta precipitagdo é responsavel pela
formacdo de uma camada que se comporta como uma barreira fisica impedindo o
contato da solucéo acida com a superficie do esmalte subjacente e ainda age como
uma fonte de ions fluoreto durante o desafio erosivo, minimizando a
desmineralizacdo, mas esta defesa ocorre até a dissolucdo total do fluoreto de
calcio (Ganss et al., 2008). A presenca e quantidade de fluoreto de célcio formado
na superficie dental pode depender da diminuicdo do pH do agente fluoretado,
disponibilidade de calcio no meio, concentracdo de fluoreto e tempo de aplicacéo
(Saxegaard, Rolla, 1988; Petzold, 2001)

Diferentes compostos fluoretados tém sido testados nos estudos sobre
erosdo dentaria, como fluoreto de sodio (NaF), fluoreto fosfato acidulado (APF),
fluoreto de estanho (SnF,), fluoreto de amina (AmF) e tetrafluoreto de titanio
(TiF4), os quais vém demonstrando uma protecdo superior contra o desgaste
erosivo, com maior evidéncia disponivel para as formulagdes contendo
combinacéo de fluor e estanho (Reed, Bibby, 1976; Wei et al., 1976; Tveit et al.,
1988; Buyukyilmaz et al., 1997; Tezel et al., 2002; Van Rijkom et al., 2003; Hove
et al., 2006, 2007; Schlueter et al., 2007; Magalhaes et al., 2008, 2009; Wiegand
et al., 2008; Huysmans et al., 2014).

Estudos mostram que o estanho (Sn?*) possui a capacidade de substituir o
célcio (Ca?*) da hidroxiapatita. O fluoreto de estanho em valores de pH acima de
4 pode sofrer oxidacéo e reacOes de hidrolise, precipitando compostos inativos
como fluorofosfato estanhoso, fluoreto de calcio estanhoso e hidroxifosfato
estanhoso (Babcock et al., 1978). Acredita-se que estes compostos sejam mais
acido-resistentes do que o fluoreto de calcio, formando uma camada amorfa que
protege a superficie do dente (Schlueter et al., 2009). O estanho também pode ser

incorporado a superficie de esmalte por meio do processo de desmineralizacéo-
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remineralizacéo, alterando a composicdo da superficie e assim, aumentando a
resisténcia aos desafios erosivos (Ganss et al., 2010).

Hove et al. (2006) estudaram a viabilidade da utilizacdo de SnF; (pH 2,6),
TiF,4 (pH 1,3) e NaF (pH8,0) em proteger a superficie de esmalte contra lesdes de
erosdo por acido citrico. Apds a exposicdo ao ciclo erosivo e tratamento com TiF,,
SnF, e NaF observou-se uma reducdo de 88%, 50% e 25% de reducdo nas
profundidades média de erosdo em comparacgédo ao grupo controle. Wiegand et al.
(2009) compararam o efeito dos fluoretos de sodio, de amina e de estanho em
diferentes pH, sobre a erosdo do esmalte em uma ciclagem de 3 dias in vitro. A
eroséo foi simulada com acido cloridrico (pH 2,6) e utilizou-se saliva humana na
ciclagem. Ao final dos trés dias de ciclo, o desgaste erosivo foi analisado por
perfilometria. Foi observada uma reducdo na perda de esmalte pelo desgaste
erosivo apenas para o0s grupos tratados com solugdo de SnF; e solucdo de AmF,
sendo mais eficazes que as solugOes de NaF. Schlueter et al. (2009) mostraram
que o estanho ndo precisa estar presente em grandes quantidades para atingir um
efeito anti-erosivo. A combinacdo de 800 ppm de Sn e 500 ppm de fltor parece
estar adequada a eficécia e a aceitacdo do produto. Pini et al. (2017) investigaram
in situ o efeito de agentes antierosivos no esmalte em condi¢bes normais de
salivacdo e de hipossalivagdo. Quatro dentifricios foram utilizados, placebo (0
ppm F), fluoreto de sodio (NaF, 1.450 ppm), estanho / fluoreto de sédio (SnF /
NaF, 1.450 ppm F-, 1.090 ppm Sn +) e fluoreto de sédio, cloreto de estanho e
quitosana (NaF / Sn / Ch, 1.450 ppm F-, 3.500 ppm Sn +, 0,5%). Concluiram que
o fluxo salivar pode influenciar a eficicia dos cremes dentais antierosivos, no
entanto, as preparagcdes com estanho mostraram, mesmo sob condi¢des de baixo
fluxo salivar, a mais alta eficicia na prevencéo da eroséo do esmalte.

Em um experimento in vitro, Sakae et al. (2018) avaliaram a influéncia da
viscosidade e frequéncia de aplicacdo de solucbes contendo fldor (NaF) e fluor

mais cloreto estanhoso (EImex® erosion) na prevencdo da erosdo do esmalte. A
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frequéncia de aplicacdo foi de uma vez ao dia e de duas vezes ao dia, e a simulacao
de eroséo foi feita com &cido citrico a 0,3%. Pode-se concluir que o aumento da
viscosidade das solugOes reduziu a perda de esmalte por erosdo medido por
perfilometria, no entanto, esse efeito foi pequeno e sé foi observado quando as
solugOes foram aplicadas uma vez ao dia. E para os grupos tratados com Elmex,
a perda foi menor do que nos grupos tratados com NaF. Para Faller e Noble
(2018), embora todos os fluoretos sejam capazes de ajudar a fortalecer os dentes
contra os acidos cariogénicos, a prevencao contra 0s acidos erosivos requer um
nivel mais alto de protecdo. O uso diario de um dentifricio SnF, estabilizado
fornece o meio mais eficaz, dentre os dentifricios, de proteger os dentes contra o
risco crescente de erosdo dentaria e desgaste erosivo dos dentes.

Com base nos resultados de ensaios in vitro e estudos in situ é valido
realizar ensaios com diferentes solucbes de fluor no que diz respeito a sua
combinagdo com outro agentes, como por exemplo polimeros, a fim de melhorar
seu efeito benefico a prevencdo ou controle de lesbes de erosdo, assim como a
utilizacdo de uma concentracdo definida sobre a quantidade de fluor e viscosidade

padréo da solucéo fluoretada.

2.4 Polimeros bioadesivos

As propriedades bioadesivas dos agentes como forma de administracao
oral s&0 um importante fator que contribui para determinar, in vivo, a
substantividade da formulacdo (Zaman et al., 2010). As tentativas para aumentar
tempo de acéo e manter as concentracgdes terapéuticas do fltor tém se concentrado
nos agentes bioadesivos como sistemas de entrega. Frente a isto, a possibilidade

da formagéo de uma camada protetora na superficie dental submetida a um desafio
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erosivo tem sido estudada, de forma a impedir ou reduzir a desmineralizagdo da
superficie dental. Esta camada impediria a interacdo de ions hidrogénio com a
superficie dental. Segundo Zaman et al. (2008) as propriedades bioadesivas como
veiculos de entrega orais sdo um importante fator que contribui para determinar a
substantividade in vivo da formulacéo empregada.

Barbour et al. (2005) testaram alguns ingredientes alimentares comuns e
aditivos para o seu efeito sobre a dissolucdo da hidroxiapatita em uma solucéo
representativa de acido citrico a 0,3%, pH 3,2. Dentre os polimeros utilizados o
pirofosfato, tripolifosfato, polifosfato, goma xantana e carboximetil celulose
reduziram a taxa de dissolucdo da hidroxiapatita. Os autores atribuem este efeito
protetor a ligacdo de fosfato condensado ou a formacdo de uma camada de goma
Xantana adsorvida na superficie de hidroxiapatita. Uma solugdo contendo
polifosfato e goma xantana reduziu a dissolucédo de hidroxiapatita em altas taxas.
Esta camada formada reduziu a troca de ion hidrogénio e ions de célcio
provenientes da erosdo dental. Foi demonstrado também que este polimero, a
partir de uma solucéo 3,5%, se adere a mucosa oral in vivo e pode ficar retida na
mucosa por 2 horas (Needleman et al., 1997).

Ainda sobre possiveis estratégias de prevencdo para o desenvolvimento
da erosao dental, a adicdo de polimeros em bebidas &cidas tem sido investigada
como uma tentativa de se reduzir a dissolucdo da hidroxiapatita. Diversos agentes
como goma Xantana, goma arabica, pectina, polifosfatos e carboximetil celulose
tém mostrado efeito inibidor sobre o potencial erosivo de solugdes &cidas na
estrutura dental, provavelmente devido a sua interacdo com a superficie da
hidroxiapatita, formando uma camada protetora, que seria capaz de reduzir a troca
ibnica entre a solucdo acida e o substrato dental (Barbour et al., 2005; Beyer et
al., 2012).

Com o objetivo de avaliar o potencial erosivo em esmalte e dentina do

suco de laranja modificado por aditivos alimentares, Scaramucci et al. (2011)
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testaram o lactato de calcio penta hidratado, goma xantana, polifosfato de sodio,
pirofosfato de sodio tetrabasico, tripolifosfato de sédio e suas combinacdes
adicionados ao suco de laranja. Por meio de testes como microdureza e
perfilometria concluiram que o lactato de calcio e polifosfato de sodio
apresentaram reducdo da erosdo no esmalte e este efeito foi refor¢ado pela sua
combinagdo. Para a dentina, somente a combinagéo do lactato de célcio com o
polifosfato de sodio foram responsaveis por reduzir a erosao.

Churchley et al. (2008) testaram in vitro o uso de solucdes, as quais se
referem como fluoropolimeros. Estas foram depositadas como finas peliculas
sobre discos de hidroxiapatita de célcio e em amostras de dentes humanos.
Concluiram que solugbes compostas por flior e polimero inibiram a
desmineralizacdo em meio é&cido, além de reduzir consideravelmente a
permeabilidade dentinaria.

Em um estudo invitro, Gracia et al. (2010) propuseram determinar o efeito
pré-tratamento do esmalte humano com uma combina¢do de polimero
hidrossoluvel contendo carboximetil celulose, goma xantana e copovidona,
sozinho ou associados ao fltor, e a eroséo foi feita por acido citrico a 1%, pH 3,8.
Concluiram que a mistura de polimeros e fluoreto reduziu a rugosidade de
superficie, contudo a perda de tecido ndo foi estatisticamente diferente,
comparado a qualquer tratamento sozinho.

O tempo de acdo de agentes antimicrobianos para cavidade oral esta
comprometido por uma série de fatores que o reduzem drasticamente, 0s mais
notaveis sdo as forcas de cisalhamento associadas com a fala, a degluticdo e
mastigacéo, bem como a diluicdo e limpeza efetuada pela continua producéo de
saliva (Rathbone et al., 1994). As tentativas para aumentar este tempo de acao e,
consequentemente, protecdo a estrutura dental mantendo suas concentracdes

terapéuticas, utilizam polimeros bioadesivos como veiculos de entrega.
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Em um estudo in vitro, Zaman et al. (2008) utilizaram formulacdes
compostas por glicerol com quantidades varidveis de polietileno glicol 400 e
Carbopol 974P, utilizando testes de adeséo e for¢ca maxima para deslocamento.
Como resultados, a adesdo e forca maximas para deslocamento aumentaram com
0 tempo de compressdo e concentracdo de Carbopol Tais resultados sugerem que
a bioadesdo e consequentemente o potencial da biodisponibilidade, poderia ser
aumentado através de um veiculo de entrega como o glicerol associado ao
bioadesivo Carbopol.

Posteriormente, Zaman et al. (2010) ressaltam que para a efetividade dos
veiculos de entrega para os tecidos duros, é fundamental que o produto
desempenhe controle do biofilme dental, impeca o desenvolvimento de lesdes de
carie, de erosao e controle de sensibilidade. Neste estudo, os autores utilizaram o
polietileno glicol 400, glicerol, Carbopol 974P e triclosan para novamente
investigar in vitro a bioadesividade e 0 comportamento destes veiculos de entrega.
Os testes mostraram uma relacdo positiva entre bioadesdo e concentracdo de
Carbopol e que tais formulagdes podem proporcionar adequada promogéo de sua
retencdo nas superficies duras no interior da cavidade oral.

Em um estudo in vitro, Avila et al. (2017) associaram os polimeros
Carbopol 980, Carboximetil Celulose e Aristoflex AVC ao fluoreto de sédio, com
0 intuito de avaliar o efeito remineralizante e protetor da solucédo fluoretada frente
a um desafio erosivo de 5 dias. Amostras de esmalte bovino foram confeccionadas
e submetidas a um modelo de desmineralizacéo e remineralizagdo com imersao
em acido citrico a 0,3%, pH 2,6, seguida por tratamentos com as solucdes
contendo os polimeros associados ou ndo ao fluoreto de sédio (900 ppm) e
imersdo em saliva artificial. A ciclagem des-re foi repetida por cinco dias, 6x/dia,
com imersao nas solucdes de tratamento apds a primeira e ultima imersdo diaria
em &cido. Por meio de medidas de microdureza Knoop e perfilometria, foram

avaliadas a eroséo inicial e desgaste erosivo, respectivamente. Nenhum polimero
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isolado apresentou propriedades de remineralizacdo, apenas o Carbopol, quando
associado ao NaF, apresentou efeito similar ao grupo controle NaF. Para a
protecdo contra erosdo inicial, os polimeros isolados ndo apresentaram
significativa reducdo na desmineralizacdo de esmalte quando comparados ao
grupo controle da agua. Quando associado ao NaF, novamente o Carbopol
apresentou significativamente maior protecdo contra erosao em comparagao ao
grupo controle contendo somente NaF. Na a analise perfilométrica, o Carbopol,
associado ou ndo com NaF, exibiu os menores valores de desgaste, enquanto que
0 CMC e o Aristoflex ndo apresentaram efetiva protecao por si mesmos, e também
ndo aumentaram o efeito protetor do NaF. Os autores puderam concluir que o
Carbopol, sozinho ou associado ao NaF, apresentou efeito protetor contra a
desmineralizacdo do esmalte ap0s o desafio erosivo. Neste estudo, o fluxo salivar
ndo foi simulado, o que poderia contribuir para a determinacdo do provavel
aumento da substantividade da solucdo fluoretada frente a acdo de limpeza
promovida pela saliva, influenciando seu efeito protetor contra a eroséo.

Sendo assim, alguns estudos comprovam que a adi¢do de polimeros nas
solugBes podem proporcionar um aumento do efeito remineralizante e protecao
destas na cavidade oral, porém abrem espaco para estudos futuros no que diz
respeito a associacdo de polimeros com solucBes fluoretadas como potenciais
responsaveis por uma maior interacao e adsorcao de fluoreto na superficie dental
erodida. Desta forma, possivelmente sua associacao a agentes bioadesivos testada
In vivo possa apresentar efeito protetor mais pronunciado do que o observado in
vitro (Avila et al., 2017).
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2.4.1 Polimero Carbopol

A revisdo sobre o polimero Carbopol foi baseada em fichas de dados
técnicos, todas disponiveis pela fabricante do polimero (Lubrizol Inc., Cleveland,
OH, EUA). A literatura farmacéutica sobre a manufatura e utilizagdo do polimero
esta disponivel no site da fabricante.

Polimeros do tipo Carbopol (-CH,-CH(COOH)-), sdo polimeros de acido
acrilico de alto peso molecular, com valores médios na ordem de 500.000,
formado por grupos carboxila, quimicamente reticulado com éteres
polialcenilicos ou divinil glicol de carater anionico e sdo polimeros muito
higroscopicos, apresentando alta capacidade em absorver agua. Polimeros sdo
misturas heterogéneas de monémeros homologos (TDS-222, 2007). Quando o
peso molecular de um polimero € discutido, geralmente o que esta sendo referido
é realmente o peso molecular médio destes homologos. Pesos moleculares de
polimeros reticulados sdo caracterizados pelo comprimento da cadeia principal
entre ligacdes cruzadas adjacentes. Cada estrutura de rede (uma Unica particula)
pode ser visto como uma Unica molécula. A massa da particula é o peso molecular,
assumindo que todas as cadeias poliméricas séo interligadas por ligaces quimicas
ou ligacdes cruzadas. Sendo assim, o alto peso molecular do polimero Carbopol
980 se da pelo peso molecular das substancias que o sintetizam, como o acido
acrilico (CsH40,), acetato de etila (C4HgO;) e ciclohexano (CgHi2) e por cada
unidade monomeérica que o compde (TDS-222, 2007). Segundo a fabricante, o
Carbopol 980 foi desenvolvido para substituir o Carbopol 940, oferecendo as
mesmas propriedades de desempenho, com o diferencial de ndo ser polimerizado
em benzeno (substancia com potencial cancerigeno proibida em alguns paises)
como os polimeros “tradicionais” (Bulletin-21, 2011). Os sistemas de solventes

utilizados para sintetizar os polimeros evoluiu, os polimeros “toxicologicamente
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preferidos” sdo sintetizados em acetato de etila ou na mistura co-solvente acetato
de etila/ciclohexano.

O acido acrilico utilizado para manufatura do polimero Carbopol 980 ¢
como se chama vulgarmente um dos é&cidos carboxilicos (RCO;H), uma
classificacdo de compostos organicos. Eles sdo organicos porque contém carbono
(C) na sua estrutura quimica que participa um grupo hidroxila e um grupo
funcional carbonila. Os &cidos carboxilicos sdo utilizados como precursores para
formacdo de outros compostos, por isso sua funcdo como solvente para
manufatura do polimero Carbopol, sdo substancias polares e podem formar
ligacdes de hidrogénio entre si ou com moléculas de outra especie.

Polimeros do tipo Carbopol sdo compostos por pé de particulas floculadas
com uma média de 0,2 micrometros de diametro (TDS-103, 2007). Cada particula
pode ser vista como uma estrutura de rede de cadeias polimericas interligadas por
ligacGes cruzadas. Sem as ligacGes cruzadas, a particula priméaria é uma colecdo
de cadeias poliméricas lineares entrelacadas, mas ndo quimicamente ligadas.
Esses polimeros lineares sdo sollveis em um solvente polar, como a agua. O
polimero Carbopol 980 aumenta na agua até mil vezes o seu volume original para
formar um gel, quando exposto a um ambiente de pH acima de 4. Embora sua
aplicacdo ndo seja limitada a sistemas aquosos, o polimero Carbopol deve muito
de sua excepcional utilidade a sua natureza hidrofilica, ou afinidade para agua.
Uma unica particula de Carbopol vai se molhar muito rapidamente quando
colocado em 4gua. Como muitos outros pds, os polimeros de Carbopol tendem a
formar aglomerados de particulas quando dispersos ao acaso em solventes polares
(TDS-237, 2009). Assim, os polimeros de Carbopol funcionam como eficientes
espessantes e estabilizadores para suspensdes ou emulsdes, sdo substancias
polares e altamente solGveis tanto em agua quanto em outros solventes polares
(substancias polares tendem a se dissolver em liquidos polares, é 0 que comprova

a regra “Semelhante dissolve semelhante”).
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Os solventes polares séo aqueles cujas moléculas constituintes apresentam
regides eletronicamente densas (assim, com maiores momentos dipolares e
maiores constantes dielétricas), e que por isso tém facilidade em solvatar (criar
uma camada sobre o soluto) quaisquer substancias de caracteristicas também
polares. A &gua esta entre os solventes polares mais conhecidos. Na classe dos
solventes apolares estd o hexano, caracterizado pela auséncia, ou baixa
ocorréncia, de regides eletricamente densas nas moléculas constituintes (assim,
com menores momentos dipolares e menores constantes dielétricas).

E necessario conhecer os métodos e cuidados para dispersdo dos
polimeros em solventes. Os melhores resultados de dispersdo e solvatacédo
(processo de interacdo entre as moléculas do solvente e as moléculas do soluto
para formar agregados sem formar substancias novas) sdo alcangados com
agitacdo moderada de aproximadamente 800-1500 rpm (TDS-103, 2007). A
agitacdo severa resulta em defeitos de dispersdo, como textura granulada,
viscosidade reduzida ou a presenca de particulas insoltveis. Para preparos de alta
qualidade e dispersdes reprodutiveis de polimeros de Carbopol, a propria técnica
de disperséo deve ser cuidadosamente seguida. Misturadores de alto cisalhamento
ou homogeneizadores devem ser evitados ou cuidadosamente empregados. A
intensidade de mistura gerada por este tipo de misturador pode cortar o aberto
(hidratado) dos polimeros resultando em perda permanente de viscosidade. Se
homogeneizadores sdo utilizados, o polimero Carbopol deve ser inicialmente
umedecido com moderada agitagdo. Um dispositivo de peneiragdo como uma
peneira grossa ou uma malha néo corrosiva de tela metalica pode ser usada para
polvilhar lentamente o polimero Carbopol na dgua. O método de peneiracédo
permite a adicédo lenta e controlada do polimero Carbopol seco, permitindo que
cada particula se molhe na agua. A peneira ou tela permite a quebra de qualquer

polimero ou aglomerados soltos devido a carga estatica nas particulas. Uma tela



42

metélica diminui a tendéncia de carregar mais estatica nas particulas enquanto séo
peneiradas.

Basicamente, ha quatro métodos utilizados pelos formuladores que, em
geral, funcionam para todos os ingredientes, embora alguns sejam mais
apropriados que outros, conforme a molécula e o solvente (TDS-103, 2007).
Primeira opcdo é a dispersdo estaciondria, feita pela imersédo do espessante no
solvente e mantido em repouso até hidratacdo/dispersdao completa (em geral, 12-
24 h). Como segunda opcéo, a dispersdo com agitacdo e feita com o solvente
mantido em agitacéo e o espessante é adicionado, hidratando-se e/ou dispersando-
se de modo acelerado (em geral, 30 min — 1 h). Em muitos casos, adicionar o
espessante lentamente evita a formacao de grumos, economizando tempo ao fim
do processo. A terceira opcao € a dispersdao com agitacéo e calor, o solvente € pré-
aquecido e mantido sob agitacdo e/ou temperatura controlada, engquanto o
espessante é adicionado (em geral, 30 min — 1 h). Por fim, a quarta op¢éo ¢ a
dispersdo com adjuvantes, em que 0 pé espessante € misturado com um agente
molhante (glicerina, propilenoglicol etc.) ou com algum outro po presente na
férmula (NaCl, MgSQ,, sorbitol etc.), a fim de separar ao maximo suas particulas
e facilitar a dispersdo ao adicionar o solvente (em geral, 30 min — 1 h). A adi¢éo
do solvente pode contar ainda com agitacdo e calor, se necessaria.

Como j& mencionado, polimero Carbopol se dissocia em &gua e em
solventes polares, portanto o entendimento de polaridade é um fator importante
quando se diz respeito a dispersdo dos polimeros em solventes. A polaridade esta
ligada a eletronegatividade das substancias; para substancias polares os potenciais
de eletronegatividade dos &tomos que a compde sdo diferentes e para substancias
apolares a eletronegatividade dos atomos € igual. Como exemplo, temos que 0
NaF e a agua séo polares. O NaF é formado por atomos de sédio (Na) e fltor (F)
que se unem por meio de ligacdes ibnicas, em que o sodio doa definitivamente

um elétron para o fldor, formando os ions Na* e F. Como esses ions possuem
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cargas opostas, eles se atraem e se mantém unidos (Na*F’). Isso mostra que o
fluoreto de sodio € realmente polar (toda ligacdo idnica é polar), pois existe a
diferenca de carga elétrica no composto. J& no caso da agua, a ligacdo existente é
covalente, na qual dois atomos de hidrogénio compartilham elétrons com um
atomo de oxigénio. A molécula de 4gua possui dois dipolos, com o0 oxigénio tendo
a carga parcialmente negativa e o hidrogénio com a carga parcialmente positiva
(O" — HY). Mas, esses dipolos ndo se cancelam, porque a molécula de agua se
encontra em um angulo de 104,5°, mostrando que a distribuicdo e carga ao longo
da molécula ndo sdo uniformes, hd uma maior densidade de carga negativa sobre
0 atomo de oxigénio da molécula. Isso mostra que a molécula de agua é realmente
polar. Assim, guando adicionamos o fluoreto de sddio na agua, a parte positiva do
NaF, que sdo os cations Na*, é atraida pela parte negativa da agua, que é o
oxigénio, e a parte negativa do fluoreto de sodio (anions F°) é atraida pela parte
positiva da agua (H"). Consequentemente, a unido Na*F- é desfeita, solubilizando
o fluoreto de sédio na agua.

Os polimeros de Carbopol sdo moléculas acidas fortemente enroladas uma
vez dispersas em agua, as moléculas comecam a se hidratar e parcialmente
desenrolar. Sabe-se que os polimeros incham quando hidratados e neutralizados,
formando uma dispersdo coloidal, a maneira mais comum de atingir o0 maximo
espessamento dos polimeros de Carbopol é convertendo o polimero acidico
Carbopol em um sal. Isto é facilmente alcancado neutralizando o polimero
Carbopol com uma base comum. Para formulacbes de gel € necessaria sua
neutralizacdo com pH aproximadamente 5,8, sendo a maxima viscosidade e
transparéncia no gel conseguida com o pH 7, e a viscosidade e transparéncia mais
aceitaveis comeca no pH 4,5 a5 e se estende ao pH 11 (TDS-237, 2009).

O polimero Carbopol, quando disperso em agua, umecta e forma uma
dispersdo aquosa com valor de pH na faixa de 2,8 - 3,2. Neste estado pré-

dissolvido a molécula de Carbopol esta extremamente enrolada e sua capacidade
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espessante € limitada. Para obter o espessamento € necessario entdo que se faca a
neutralizacdo com bases inorganicas alcalina ou amina adequadas apds sua
completa dissolucdo, geralmente se neutraliza o polimero de Carbopol com
hidroxido de sddio (NaOH) ou hidroxido de potassio (KOH). Ao ser neutralizado
o polimero Carbopol “estica”, devido a conversdo dos grupos acidos da cadeia
polimérica em sua forma de sal, formando a estrutura estendida com aumento da
viscosidade.

De uma maneira geral o processo de neutralizagédo se deve ao fato de que
o0 Carbopol trata-se de um polimero em que se adicionou grupos polares
(carboxilas), que conforme o pH podem se encontrar no estado associado (COOH)
ou dissociado (COQ-, isto é, com carga negativa). Quando na forma de po, a maior
parte das carboxilas estd neutralizada (COOH) e a molécula forma um
emaranhado compacto. Ao hidratar o polimero, parte das carboxilas ainda se
encontrara no estado associado (COOH), mas o numero de cargas negativas
aumenta (COO-), fazendo a molécula se desemaranhar e se estender, aumentando
ligeiramente a viscosidade. Com a adicdo de uma base, mais carboxilas se
dissociam, aumentando a repulsdo entre as moléculas de carbomero, que séo
obrigadas a se organizarem ainda mais, resultando na formacéo do gel (Bulletin-
7, 2008).

O polimero Carbopol é considerado um modificador de reologia. A
reologia diz respeito a0 movimento dos fluidos em geral, e no caso dos
cosméticos, por exemplo, estd intimamente relacionada com a textura e a
agradabilidade de um creme, gel, locdo e muitas outras formas cosméticas. A
adicdo de espessantes tem impacto direto sobre a viscosidade, uma das
propriedades reoldgicas dos liquidos e semi-sélidos, que por sua vez esta
relacionada com a espalhabilidade e a textura de um produto aplicado sobre a pele,
bem como com sua estabilidade ao longo do tempo (Bulletin-3, 2011).

Geralmente, espessantes sdo substancias de elevado peso molecular e com cadeias
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poliméricas. Ao dispersar essas substancias em dgua ou em outro solvente ha uma
organizacdo no sistema (isto é, na formula). Essas grandes moléculas vao
competir por espaco fisico e procurardo se distribuir no meio disponivel, de forma
a acomodar cada uma de suas semelhantes (bem como, os demais ingredientes da
férmula). Vale lembrar que embora ligeiramente mais organizadas, as moléculas
ainda podem se movimentar.

De um modo bastante simplificado, duas coisas podem acontecer: essas
moléculas tém afinidade entre si (interacdo de van der Waals, pontes de
hidrogénio etc.) e vao interagir parcialmente, utilizando cada uma de suas cadeias
para formar uma rede; ou essas moleculas véo repelir umas as outras, devido ao
efeito de cargas positivas ou negativas (eletrostatica), e essa repulsdo se ocupa de
manté-las estruturalmente organizadas e bem distribuidas dentro do espaco
disponivel, sendo este o fenbmeno que acontece com o polimero Carbopol quando
neutralizado. Felizmente, os formuladores dispdem de uma consideravel
variedade de ingredientes que podem ser utilizados para modificar
reologicamente um produto quando o solvente € a 4gua, derivados do carbdmero
e do acido acrilico, como o Carbopol, podem ser utilizados.

Por se tratar de um éacido organico, é importante que se fale sobre
constante de dissociacdo (pKa) do polimero Carbopol. O pKa é um valor que
quantifica a acidez e basicidade de uma substéncia. A relacdo entre acidez e pKa
€ inversa, ou seja, quanto maior o valor de pKa mais fraco é o acido. Quando o
pKa é menor que 1 se tem um acido muito forte, quando o pKa vai de 1 a 5 se tem
um acido forte, com pKa entre 5 e 15 sem tem um acido fraco e quando o pKa é
maior que 15 o acido é muito fraco. Cada funcdo organica possui seu pKa
especifico; acidos carboxilicos possuem o pKa caracteristico mais baixo, entre 3
e 5, sendo classificados como acidos moderadamente fortes. Porém o polimero

Carbopol tem o valor de pKa igual a 6 + 0,5, sendo classificado como um &cido
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fraco, os grupos carboxila do polimero ionizam, resultando em repulsdo entre
particulas negativas, o0 que aumenta o inchaco do polimero (TDS-237, 2009).

Os polimeros Carbopol® podem ser usados em uma série de produtos de
higiene bucal, incluindo cremes dentais e géis, dessensibilizantes e
branqueadores, bem como adesivos para préteses dentarias. Eles funcionam
principalmente como espessantes e ligantes eficientes e fornecem suspensao de
ativos ou excipientes ndo soltveis. A estrutura viscoelastica dos polimeros de
Carbopol confere reologia e baixa tixotropia. Adicionalmente, os polimeros de
Carbopol podem ser usados para auxiliar na adeséo e entrega de formulagdes aos
dentes e podem aumentar o tempo de retencdo de agentes aromatizantes. Os
polimeros Carbopol podem ser incorporados em comprimidos, pastilhas e
peliculas bucais para proporcionar propriedades bioadesivas e / ou de libertagdo
controlada e apresentam melhor desempenho em um creme dental parcialmente
neutralizado do que o sistema ndo neutralizado.

O polimero Carbopol 980 apresenta propriedades de mucoadeséo,
retendo-se nas superficies mucosas, € um agente ativo de superficie mineral
polimérica, protegendo a superficie do esmalte da desmineralizacédo, devido a sua
forte atracéo pelo calcio, evita a fixacdo do biofilme ao esmalte, pela formacéo de
um filme protetor e melhora a deposi¢éo de compostos ativos para a superficie de
esmalte, como um veiculo de entrega devido as suas propriedades bioadesivas
(Hicks, Flaitz, 2007; Amjad, 2013).

Como os polimeros Carbopol sdo anidnicos, ndo se espera gque sejam
compativeis com ingredientes catidnicos. No entanto, em geral, se os ingredientes
cationicos forem de peso molecular moderado a elevado, eles ndo interferem na
eficiéncia dos polimeros. O Carbopol é uma molécula com muitos centros de
carga negativa, o que facilita sua interagdo com o célcio da estrutura dentaria,
caracteristica encontrada em &cidos carboxilicos os quais apresentam uma forte

afinidade com elementos alcalino terrosos como o célcio, por exemplo.
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Cerca de 95% do esmalte de nossos dentes € mineral, composto por uma
molécula denominada hidroxiapatita. Esta molécula quimica é composta por
Célcio (Ca), Fosfato (PO,) e Hidroxila (OH), temos entdo a seguinte molécula:
[Ca10(PO4)s(OH).]. A afinidade do polimero com o célcio possibilita a formacéo
de um filme sobre o esmalte, mas esta ligacdo com o calcio ndo € tdo forte quanto
a do flior. Quando o Carbopol é combinado com flior, ambas as moléculas sdo
negativas, portanto, o Carbopol ndo favorece a aproximacao de mais ions F-, nesse
caso, o efeito protetor esta provavelmente relacionado a uma a¢do combinada de
ambos 0s agentes, ou seja, do Carbopol se ligando nos locais onde o fldor ndo se
ligou (Avila et al., 2017).

2.5 Métodos para quantificacdo de lesdo erosiva

Attin e Wegehaupt (2014) expbem varias técnicas utilizadas para
mensurar a perda de estrutura dental e dureza de superficie, principalmente em
esmalte submetido a desafios erosivos. As mais frequentemente utilizadas sé@o
perfilometria, microrradiografia, escaner por microscopia eletrénica, microscopia
por forca atbmica, testes de microdureza e teste de permeabilidade a iodo.
Ressaltam ainda que métodos para analise quimica dos minerais dissolvidos de
tecido dental sdo discutidos. Os autores ressaltam que a natureza complexa da
perda de mineral pelos desafios erosivos ndo pode ser compreendido por uma
Unica técnica, e sim da aplicacdo de diferentes abordagens para a compreenséo
completa.

Com os valores resultantes dos testes de microdureza é possivel medir 0s
estagios iniciais da erosdo do esmalte e dentina, estagios os quais ainda ndo ha

perda de tecido dental e estdo associados com o enfraquecimento da superficie.
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Como relatado anteriormente, uma técnica, apenas, ndo seria suficiente para
compreender a perda de minerais pelos desafios erosivos, como complemento a
estes estudos a analise perfilométrica € feita para avaliar a progressdo da
desmineralizacdo para a perda tecidual irreversivel, desde que esta perda exceda
0,4um, assim como a rugosidade desta superficie (Attin, Wegehaupt, 2014).

Ganss et al. (2005) compararam a microrradiografia longitudinal, a
perfilometria e a andlise quantitativa de célcio e fosfato, métodos quantitativos
para mensurar 0 mineral perdido durante um processo erosivo. Para este estudo,
foram preparados espécimes de esmalte dentario humano. Uma area ndo isolada
foi deixada em cada espéecime para expor a solucdo &cida, sendo o restante da
estrutura dentaria protegido com esmalte para unha. As amostras foram
inicialmente mensuradas por microrradiografia e a solucéo erosiva foi o acido
citrico (0,05 M; pH 2,3; 10 ml para cada espécie). Nos especimes onde a eroséo
foi baixa, a mensuracdo foi feita utilizando os quatro metodos e houve boa
correlacdo linear, entretanto o0s valores encontrados nas técnicas de
microrradiografia e perfilometria foram 20% menores que na andlise de calcio e
fosfato. Com 30 minutos de exposicédo a solucdo acida, a microrradiografia ndo
demonstrou correlacdo com os outros trés métodos e os autores concluiram que a
microrradiografia deve ser utilizada com critério quando a perda dentaria pela
erosao for menor que 20 pm.

Cheng et al. (2009) propuseram medir 0 processo de erosdao em esmalte
com alta precisdo, antes e ap0s a exposi¢do das amostras em &cido citrico com
pH3,8 por sete tempos distintos. Para analise utilizaram escaner por microscopia
eletrbnica, microscopia por forga atdmica e nanoidentacdo. Para os autores, neste
trabalho, uma estrutura de multiplas camadas que caracteriza o estagio inicial de
erosdo do esmalte foi estabelecida com base nos testes citados acima. Ressaltam
que este modelo pode ser usado para medir diretamente a perda de esmalte e as

transicdes das camadas qualitativamente e quantitativamente, e sdo essenciais
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para obter medidas precisas sobre o amolecimento e perda de superficie em
funcdo do tempo, acidez, temperatura e uma série de outros parametros, o que no
futuro poderédo conduzir a modelos que descrevem os processos de dissolucdo do
esmalte dental.

Para a realizacdo dos testes de quantificacdo da erosdo, alguns cuidados
devem ser observados, como a qualidade do polimento realizado nas amostras
para a leitura de microdureza (Attin, Wegehaupt, 2014), o correto armazenamento
das amostras, conhecimento das técnicas pelo operador e assim executa-las com
éxito e correta avaliacdo de resultados obtidos. Em um estudo in vitro Attin et al.
(2009 ) avaliaram o quanto o ressecamento da dentina e do esmalte influencia a
andlise perfilometrica. Para isto, utilizaram amostras cilindricas de esmalte e
dentina, as quais foram armazenadas em agua deionizada por uma semana, em
seguida foram imersas em HCI, pH 2,6 por 2 minutos. A analise perfilométrica
foi feita em trés condicGes: na primeira, os blocos ficavam armazenados em agua;
na segunda, os blocos ficavam em temperatura de 21°C em ambiente com
umidade a 35%; na terceira os espécimes ficaram totalmente secos e em seguida
molhados. Os autores fizeram as anélises perfilomeétricas em varios intervalos de
tempo que variaram de 181 minutos (condic¢do 1 e 2) e 72 horas (condigédo 3) e
concluiram que apenas os espécimes de dentina foram afetados com a condicéo
da umidade tendo a leitura facilitada. Portanto, foi sugerida que a mensuracao de

dentina pela perfilometria seja feita em condic¢des de umidade.
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3 PROPOSICAO

A proposta do presente estudo € avaliar a influéncia do polimero
bioadesivo Carbopol 980 no efeito protetor de solugcbes fluoretadas sobre o
desenvolvimento da erosdo dental. Para isso este estudo foi dividido em duas

etapas, uma in vitro e uma in situ:

a) a proposta da etapa 1 foi avaliar in vitro a influéncia da incorporacao
do polimero bioadesivo Carbopol 980 associado ao fluoreto de sédio
associado ou ndo ao cloreto de estanho quanto ao potencial de
dissolucéo da hidroxiapatita e ao efeito protetor sobre a eroséo inicial
do esmalte (efeito na camada amolecida). Adicionalmente, foi
analisada a concentracdo de fldor fracamente adsorvido a superficie do
esmalte ap0s o tratamento com as solucdes testadas;

b) a proposta da etapa 2 foi avaliar in situ a influéncia do polimero
bioadesivo Carbopol 980 no efeito protetor de uma solucdo fluoretada
sobre o desenvolvimento do desgaste erosivo, associado ou ndo a

abrasao.
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4 MATERIAL E METODOS

Nas duas etapas deste estudo houve procedimentos comuns
a ambas, portanto, para facilitar a leitura e um melhor entendimento, estes foram
descritos uma unica vez. Os procedimentos singulares de cada etapa foram
descritos em secOes especificas seguindo o delineamento experimental de cada

etapa.

4.1 Comité de ética

N&o houve a necessidade do presente estudo ser analisado pela Comisséo
Etica no Uso de Animais (CEUA), pois a pesquisa ndo envolve a utilizagdo de
vertebrados e sim o uso de dentes bovinos como substrato comercialmente
disponivel, de acordo coma Lei n®11.794 de 08/10/2008 — Lei “Arouca”. Devido
a participacdo de voluntarios para coleta da saliva e por se tratar de um trabalho
in situ que necessitou da participacao de voluntarios, este foi enviado ao Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPh) (ANEXO A) do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos (parecer 1.282.774), o qual recebeu
o parecer favoravel, sendo aprovada sua pratica. O Termo de consentimento livre
e esclarecido enviado ao CEPh para o estudo in vitro encontra-se no ANEXO B e
para o estudo in situ no ANEXO C.



52

4.2 Preparo dos espécimes

Foram utilizados dentes incisivos bovinos (Figura 1A) recém-extraidos,
obtidos de animais jovens, com idade média de trés anos. Os dentes foram limpos
com curetas periodontais (Hu-Friedy, Chicago, USA) para remog¢do completa dos
tecidos moles aderidos a superficie, e, apos limpeza, ficaram armazenados em
solugéo de timol a 0,1%, com pH 7,0, durante todo o periodo de preparo dos
espécimes.

Os dentes receberam cortes transversalmente ao seu longo eixo, abaixo da
juncéo amelo-cementaria, para remocao da parte radicular, com disco diamantado
de dupla face (Figura 1B e 1C) (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil). A polpa dental
coronéria foi removida com auxilio de limas endoddnticas (Maillefer, Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil) e irrigada com agua deionizada para remocéo de detritos.
Em seguida, as coroas foram fixadas na base de um equipamento de corte circular
de amostras com a face vestibular voltada para cima. Com auxilio de uma ponta
tipo trefina diamantada (Figura 1D), foram confeccionados especimes circulares

com 3 mm de didametro (Borges et al., 2012) (Figura 1E).



53

Figura 1 — Corte de amostras a partir de incisivo bovino

Legenda: a) dente incisivo bovino; b) remocdo da parte radicular com disco diamantado; c) coroa inciso
bovino; d) coroa posicionada em cortadeira circular perpendicular a broca trefina; €) amostras com 3
mm de didmetro com a superficie em esmalte.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A espessura das amostras foi padronizada com auxilio de um dispositivo
metéalico circular, de didametro ligeiramente maior que 3 mm e de altura definida
em 2 mm para as amostras utilizadas na etapa 1 e 1,5 mm para as amostras
utilizadas na etapa 2, utilizando um paquimetro digital (Figura 2A) (Starret, Itu,
SP, Brasil) ajustavel por meio de um parafuso. Assim, as amostras foram
posicionadas no interior do dispositivo com o lado de esmalte voltado para o
parafuso e a dentina remanescente desgastada com lixas de carbeto de silicio de
granulacdo P800 (FEPA-P; Struers, Ballerup, Denmark), acoplada a politriz

circular, em uma velocidade de operagdo a 300 rpm (Figura 2B) (Torres et al.,
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2012) de forma que apenas a dentina foi desgastada e a face do esmalte preservada
(Figura 2C).

Figura 2 — Polimento e padroniza¢do das amostras em politriz

Legenda: a) amostra inserida em dispositivo metalico; b) padronizacdo em politriz; ¢) amostras com a
superficie da dentina planificada.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espécimes receberam um banho final em ultrassom (5 min) apds a
utilizacdo da ultima lixa, e as amostras foram armazenadas em solucdo de agua
deionizada para reidratacdo (Borges et al., 2012). Ap6s uma analise em
estereomicroscépio (Carl Zeiss — Stemi 2000 -20X), as amostras que
apresentaram trincas e imperfeicdes foram descartadas (Torres et al., 2012).

Os especimes foram embutidos em resina acrilica (ExtecFast Cure
Acrylic, ExtecCorp, Enfield, CT, USA) com auxilio de uma matriz de silicone
(Figura 3A e 3B) que possui uma projecdo lateral em formato de curva, com
objetivo de produzir na amostra uma depressdo que auxilia seu correto
posicionamento no equipamento perfildometro, além de permitir a realizacdo de
duas marcac0Oes paralelas em resina acrilica para que sejam guias no momento das
sobreposicbes dos perfis final e inicial (melhor elucidado no item Ensaio de
Perfilometria). A matriz de silicone apresenta as dimensdes de 6 mm de diametro

e 3,1 mm de espessura, sendo que no interior desta existe uma outra cavidade em
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segundo nivel, com 3 mm de didmetro e 0,1 mm de profundidade, onde os cortes
circulares padronizados foram posicionados com a face de esmalte voltada para o
interior da matriz (Borges et al., 2012). Os espécimes foram inseridos em

polimerizadora para minimizar a formacéo de bolhas na resina acrilica.

Figura 3 — Embutimento das amostras em resina acrilica

— 6 mm

Legenda: a) amostra posicionada no centro da matriz de silicone; b) insercdo da resina acrilica para
embutimento da amostra.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para planificacdo e polimento da superficie externa de resina acrilica, 0s
especimes embutidos foram posicionados em outro dispositivo metalico com um
orificio na superficie do parafuso central (seta na Figura A), no qual acomoda a
superficie de esmalte que esta desnivelada pela presenca de 0,1 mm de esmalte
proveniente do embutimento na matriz de silicone, e levados na plataforma
giratoria da politriz, utilizando lixas de carbeto de silicio de granulacdo P800, a
fim de se obter paralelismo entre as superficies polidas e a base de metal no qual
foram fixados os espécimes. Da mesma maneira descrita anteriormente, ja com a
superficie de resina acrilica planificada, realizou-se a planificacéo e polimento da
superficie com o esmalte dental (Figura 4B). Foram usadas lixas de carbeto de
silicio de granulacdo P800 até que a superficie de esmalte estivesse paralelo com

a superficie de resina formando um sé plano, granulacdo P2400 por 1 minuto e
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granulagdo P4000 por 2 minutos, todas em velocidade de operacdo a 600 rpm da
politriz circular (Borges et al., 2012). As amostras foram confeccionadas com as
mesmas medidas tanto para a etapa 1 quanto para a etapa 2. Ao final desta fase de
planificacdo e polimento das superficies, 0s espécimes apresentavam 6 mm de
diametro e 2 mm para as amostras utilizadas na etapa 1 e 1,5 mm para as amostras
utilizadas na etapa 2, possibilitando assim a instalagdo do espécime no dispositivo
intraoral (Hara et al., 2014; Wang et al., 2014) para que ndo houvesse a
necessidade de fazer um dispositivo com espessura excessiva, causando
desconforto ao paciente. As amostras receberam um banho de ultrassom
(UltrasonicCleaner, Odontobras, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) a cada troca de lixa,
com 200 ml de &gua deionizada durante 10 minutos, para remocao dos residuos
de grdos abrasivos que porventura pudessem interferir na lisura do tecido. Os
espécimes receberam um banho final realizado apés a utilizacédo da ultima lixa, e
as amostras foram armazenadas em &gua deionizada para reidratacdo (Borges et
al., 2012).

Figura 4 — Planificacdo e polimento das amostras

Legenda: a) posicionamento para acabamento da face de resina acrilica; b) posicionamento para
acabamento e polimento da face de esmalte.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Avaliagéo da microdureza inicial e sele¢céo das amostras

O ensaio de microdureza inicial (HK 1) foi realizado em todas as amostras
das duas etapas deste estudo (in vitro e in situ). Apds a determinacdo da dureza
inicial das amostras, todos que apresentaram valor discrepante em 10% da média
foram descartados e substituidos Os valores de microdureza foram obtidos com
indentador Knoop montado em microdurémetro (FM-700, Future-Tech, Tékio,
Japéo) (Figura 5), com aplicacdo de carga de 50 g durante 10 segundos (Borges
etal., 2012).

Figura 5 — Avaliacdo de microdureza Knoop

SO mMEns el o NENEE o2 MENN b - NEEENE 3

TABLE1

Legenda: a) microdurémetro; b) amostra em posi¢&o no microdurémetro; c) imagem de uma indentacéo
em valores Knoop.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Trés indentacbes foram realizadas na parte inferior dos espécimes, com

distancia de 100 um entre elas, ¢ obtido o valor médio de dureza (Figura 6).

Figura 6 — Esquema das indentacdes feitas para analise de microdureza

HK 1

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Solucgbes experimentais

As solucbes que foram testadas nesse estudo estdo representadas no
Quadro 1. Para o NaF a concentracéo utilizada foi de 500 ppm (1,1056 g/l) , para
0 Cloreto de Estanho foi de 800 ppm (1,28 g/l) e para o agente Carbopol, 0,1%
p/v, (Lubrizol Inc., Cleveland, OH, EUA) a concentragdo foi determinada com
base no estudo anterior (Avila et al., 2017) no qual tomou-se a viscosidade das
solugBes compativeis com a de um enxaguatorio bucal. Neste estudo, diferente do
estudo anterior (Avilaetal., 2017), utilizou-se 30 g/l de propilenoglicol (Lyondell,
Osaco, SP, Brasil) para previamente dissolver o agente Carbopol, pois quando em
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contato com NaF+Sn este polimero geleificou a solugdo, aumentando sua
viscosidade e impedindo sua utilizacdo como enxaguatério bucal. Quando
dissolvido previamente mantinha-se a viscosidade da solucéo desejavel, portanto
optou-se por utilizar propilenoglicol para dissolucéo do carbopol previamente sua
associacdo tanto com NaF quanto para NaF+Sn, para evitar viés nos resultados.
A &gua deionizada foi utilizada como controle. As solucdes foram submetidas a
uma centrifuga dual assimétrica a 1.500 rpm por 10 minutos (SpeedMixer,
FlackTek Inc. SpeedMixer, Landrun, SC, EUA) para uma mistura homogénea dos
componentes. Nas solu¢bes contendo Sn, foi adicionado 2,3 g/l de &cido
gluconico pra estabilidade do estanho em meio aquoso.

A viscosidade das solugdes foi testada para que as mesmas pudessem ser
utilizadas como enxaguatorio bucal como exposto acima. Para determinar e
padronizar a viscosidade das solucgdes utilizou-se o viscosimetro vibratorio SV-
10 (A&D Company, Toquio, Japdo). Dois discos idénticos, chapeados a ouro,
sobre hastes de apoio, séo inseridos na solucéo a ser medida. Um atuador bate nos
suportes das pas, fazendo-as vibrar a uma frequéncia e um deslocamento
caracteristicos das pas. A viscosidade da solucédo atenua essa vibracdo, e um
sensor mede a reducdo no deslocamento, o atuador, em seguida, ativa
continuamente as pas para manter o deslocamento constante. A corrente requerida
pelo atuador € medida e esta € calibrada para dar a viscosidade em centipoise (cP).
O equipamento fornece a viscosidade dindmica da amostra e para cada amostra
foram feitas duas medicdes, por meio da média das medicdes foram obtidos os
valores de viscosidades das soluges testadas.

Tomamos como base o valor da viscosidade da agua purificada tipo I, e
com a mesma foi feita a calibracdo do equipamento (1,18 + 0,00 cP) e de um
enxaguatorio bucal disponivel comercialmente EImex Erosion® (1,20 + 0,03 cP)
(GABA Laboratoires, Lorrach, Alemanha).
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O pH de todas as solugoes teste foi padronizado em 4,5, ajustado com
KOH 0,1 M para elevar o pH natural e com acido cloridrico para abaixar o pH
natural das solucdes. Apds o preparo, as solugdes foram armazenadas em
ambiente resfriado (10° C).

Quadro 1 — Solugdes experimentais, composicdo, concentracfes utilizadas e

valores de pH inicial

Solugdes Composicéo g/l pH inicial
Agua (controle N/A N/A N/A
negativo)
800 ppm Snz (SnCly)
Elmex _(gontrole 125 ppm fluoreto de amina N/A 4,5
positivo) 375 ppm fluoreto de sodio
NaF 500 ppm fluoreto de sodio 1,1056 6,8
500 ppm fluoreto de sodio 1,1056
NaF+Carbopol Carbopol 980 1 4,6
Propilenoglicol 3
500 ppm fluoreto de sodio 1,1056
NaF+Sn 800 ppm Sn2 (SnCly) 1,28 4,8
Acido gluconico 2,3
500 ppm fluoreto de sodio 1,1056
800 ppm Sn2 (SnCly) 1,28
NaF+Sn+Carbopol Acido gluconico 2,3 4,0
Carbopol 980 1
Propilenoglicol 3

Legenda: N/A: ndo aplicavel.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Para o desafio erosivo, utilizou-se uma solugéo de acido citrico a 0,3%,
com pH natural (2,6) (Dindmica Ltda., Diadema, SP, Brasil). Todas as solugdes
utilizadas no estudo foram preparadas um dia antes de cada etapa por um dos
investigadores, que esteve devidamente paramentado e utilizou instrumentos e

recipientes limpos e autoclavados.
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4.5 Etapa 1 - Estudo in vitro: Influéncia de solucbes contendo fluoreto de
sodio e cloreto de estanho associados ao polimero Carbopol na erosao do

esmalte

4.5.1 Delineamento experimental

Esse estudo utilizou um modelo in vitro, seguindo um delineamento
experimental aleatorizado.

Solucgdes teste, em 6 niveis:

a) C negativo: Controle (agua deionizada);

b) C positivo ELM: Elmex Erosion® (500 ppm de NaF e Fluoreto de
Amina + 800 ppm Sn, pH=4,45);

c) NaF: Solucdo de Fluoreto de sédio (500 ppm F, pH=4,5);

d) NaF+Carb: Solucédo de Fluoreto de Sodio + Carbopol 980 (500 ppm
F, pH=4,5);

e) NaF+Sn: Solucédo de Fluoreto de Sodio mais Cloreto de Estanho (500
ppm F+ 800 ppm Sn, pH=4,5);

f) NaF+Sn+Carb: Solucdo de Fluoreto de Sodio mais Cloreto de
Estanho + Carbopol 980 (500 ppm F+ 800 ppm Sn, pH=4,5).

Unidades Experimentais: 90 espécimes de esmalte bovino e amostras de
cristais de hidroxiapatita em triplicata/solucéo teste.
Variaveis de resposta: Quantidade de dissolucdo da hidroxiapatita (mg),

analise de microdureza (HK) da superficie do esmalte e analise da concentracao
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de flbor solavel em alcali (fracamente adsorvido na superficie do esmalte em

ug/cm?).

4.5.2 Ensaio de estabilizacdo do pH (pH stat)

Esta etapa consistiu na avaliacdo do potencial protetor das solugoes por
meio da quantidade de dissolucdo da hidroxiapatita realizando o teste de
estabilizacdo do pH (pH stat). Para tanto, 25 mg de cristais de hidroxiapatita
(Acros Organic, Geel, Bélgica) foram pesados e depositados em tubos plasticos
tipo Eppendorf, em seguida foi adicionado 1 ml de solucéo teste. Os tubos foram
submetidos a agitacdo por 30 segundos a 10.000 rpm, o sobrenadante foi
removido e colocado em um novo tubo plastico. Em seguida foram feitos
enxagues, 1 ml de agua deionizada foi adicionado aos tubos, centrifugados e
novamente o sobrenadante foi removido. Este procedimento de lavagem foi
repetido mais uma vez, porem ao final do segundo enxague apenas 0,9 ml do
sobrenadante foi removido e colocado em um novo tubo. Os tubos foram levados
ao agitador (Vortex, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) para
desagregar a hidroxiapatita e permitir que ela seja utilizada na anéalise da
estabilizacdo do pH (Scaramucci et al., 2015). Por fim, o ensaio de pH stat foi
realizado em uma tituladora automatica (Hanna Instruments, Woonsocket, R,
EUA) (Figura 7).
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Figura 7 - Tituladora automatica

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os cristais de hidroxiapatita previamente tratados foram adicionados a 25
ml de solucdo padrédo de &cido citrico 0,3%, pH 3,8 (ajustado com KOH) sob
agitacdo magnética. Aliguotas de acido cloridrico a 0,1N (solucdo titulante) foram
adicionadas automaticamente a uma velocidade de 28 pl/min, para que o pH da
solucédo fosse mantido em 3,8 durante todo o tempo de reacao (5 min). O volume
de acido cloridrico adicionado para manutencdo de pH foi convertido na
quantidade de hidroxiapatita dissolvida em mg, de acordo com a relacdo volume
x concentracdo (mol/l) de &cido cloridrico e a quantidade de hidroxiapatita

dissolvida. Para este calculo, foi considerada a seguinte reacéo:

C&10(PO4)6(OH)2 + 8H* « 10Ca?" + 6HPO,* + 2H,0
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Cada 1 mol de hidroxiapatita corresponde a 8 mol de H*. O teste foi feito

em triplicata e utilizou-se a média para andlise estatistica.

4.5.3 Divisao dos grupos

Para as demais analises, foram utilizados 90 espécimes de esmalte bovino
cujo preparo foi previamente descrito, distribuidos de forma aleatoria em 6 grupos

(n=15), apresentados na Figura 8, de acordo com cada solucdo utilizada.

Figura 8 — Divisé@o dos grupos de estudo

Controle Solugdes Experientais
f_l_\ f_l_\
4 ) 4 )
) Solucio de NaF Solugdo de
Negativo - Agua Positivo — Elmex olugao de Na NaF+Sn
Deionizada Erosion s n=15
n=15 n=15 . J .
s = \
Sol d
Solugdo de NaF + B
Carbobol 980 NaF+5n +
sl Carbopol 980
n=15 —15
\. J \. n= J

Fonte: Elaborada pelo autor.

A aleatorizagdo foi realizada utilizando a ferramenta online ‘“Random
Sequence Generator”, disponibilizada no site www.random.org. Apos a

aleatorizacdo dos espécimes em cada grupo, estes foram colocados em matrizes
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de silicone identificadas, com o esmalte voltado para cima, permitindo que todos
sofressem o ciclo erosivo, a formacdo de pelicula e os tratamentos com as

solucOes de experimentais ao mesmo tempo (Figura 9).

Figura 9 — 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 solugdes ao mesmo tempo.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.4 Formacdao da pelicula adquirida

Foram selecionados 15 voluntarios saudaveis, que ndo apresentavam
sinais de erosdo dental, cérie ativa, doenca periodontal e sem historico de
xerostomia. Todos os individuos foram esclarecidos quanto a proposta da
pesquisa, e assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B).
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 voluntérios que se encaixaram nesses
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parametros receberam instrucdes para se alimentarem normalmente pela manha e
realizaram escovacdo dental com dentifricio sem flior antes da coleta, que
ocorreu duas horas ap6s o café da manha.

Foi realizada estimulacéo do fluxo salivar com mastigacao de Parafilm®
M (Bemis Company, Inc, Neenah, Wisconsin, EUA) e para a coleta de saliva o
voluntario cuspia em tubos de plastico, tipo Falcon (50 ml). Os frascos foram
mantidos no gelo, a uma temperatura média de 0°C, até atingir sua capacidade
méaxima de armazenamento. O resfriamento dos tubos evita que as propriedades
da saliva sejam alteradas. Na sequéncia, a saliva coletada foi misturada para
formacéo do pool salivar, que visa cruzar informagdes individuais dos voluntarios
evitando viés (Carvalho et al., 2016). Em seguida o pool salivar foi centrifugado
(10000 rpm/4°C por 5 min) (Masson et al., 2013) dividido em tubos Falcon
menores (15 ml) e congelado (-80°C) (Hara et al., 2013), até 0 momento de uso.

Para formacdo da pelicula adquirida a saliva foi descongelada e os
especimes individualmente mergulhados em 1 ml durante 2 horas, em temperatura
ambiente, sob agitacdo. Apds esse tempo, as amostras foram removidas da saliva
e lavadas com &gua deionizada para remocgdo das proteinas ndo adsorvidas
(Masson et al., 2013).

4.5.5 Desafio erosivo e tratamento com as solugdes

Para o desafio erosivo inicial utilizou-se solucéo de acido citrico a 0,3%,
com pH natural (2,6). Os espécimes foram imersos em &cido durante 2 minutos,
sob temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavados com agua deionizada.

O tratamento dos especimes consistiu em imersdes em saliva humana por

2 horas para formacéo da pelicula adquirida (3 vezes), imersdo na solucéo teste
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durante 1 minuto (1 vez) e imersdes de 2 minutos no acido citrico (2 vezes), como
ilustrado na Figura 10. Apds cada imersdo no &cido, as amostras foram

cautelosamente lavadas em agua deionizada.

Figura 10 — Fluxograma dos procedimentos experimentais

Saliva Acido HK 2 Saliva
Humana ———— Citrico ———— Humana
2h 2 min 2h

1
I
1
\ 4
Acido HK 3 Saliva
HK 4 Citrico €———- Humana €——== Tratamento
. 1 min
2 min 2h

Legenda: Ciclo do desafio erosivo e tratamento com as solugfes experimentais com respectivos tempos
de imers&o e ensaios de microdureza (HK).
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.6 Ensaio de microdureza

O ensaio de microdureza teve como objetivo avaliar a eroséo inicial nas

amostras (Lussi et al., 1993) e foi realizado em quatro momentos:

a) HK 1- Antes da ciclagem dos espécimes, a fim de se obter a dureza
inicial do esmalte sadio;
b) HK 2 - ApGs a primeira imersdo em acido (2 min) para se obter o valor

de dureza ap0s desmineralizagéo inicial;
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¢) HK 3 — Apo0s a imersao seguinte ao primeiro tratamento, a fim de se
avaliar a provavel acdo remineralizante das solucdes;

d) HK 4 - Ao final do segundo desafio erosivo (ap0s 2 imersdes no acido,
equivalente a 4 minutos no total, intercalado com 1 imersdo na solucgéo

de tratamento, equivalente a 1 min).

A partir dos valores obtidos do ensaio HK 2 as amostras foram
aleatorizadas e alocadas em cada grupo com n=15. Todos os parametros de dureza
utilizados nas mensuragoes finais foram os mesmos utilizados na mensuragao de

dureza inicial. As demais indentacdes foram feitas abaixo das iniciais (Figura 11).

Figura 11 — Esquema da localizacdo das mensuragdes de microdureza

HK 4
HK3
HK 2
HK 1

Legenda: HK 1 refere-se a dureza inicial; HK 2 refere-se a dureza mensurada apds o primeiro desafio
erosivo, desmineralizacdo inicial; HK 3: refere-se a dureza mensurada ap6s o primeiro tratamento e HK
4 refere-se a dureza mensurada ap6s o segundo erosivo.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.5.7 Definigdo da concentracéo de fldor no esmalte

As andlises da concentracdo de fldor adsorvido na superficie do esmalte
(Fluor solavel em KOH — “loosely bound”) foram realizadas apds o término do
ciclo erosivo. Apds a ultima leitura de microdureza (HK 4), as amostras foram
imersas em saliva humana por 2 horas, seguida de imersdo por 1 min nas solugdes
de tratamento e por fim uma nova imersao em saliva humana por 2 horas, em
seguida foi realizada a anélise da concentracédo de fluor (Figura 12).

Para analise do fluor solivel em KOH, as amostras foram mergulhadas
em 0,5 ml de solucdo de KOH a 1 M, sob leve agitacdo, por 24 horas, em
temperatura ambiente (Caslavska et al., 1975). ApOs esse periodo, as amostras
foram lavadas em agua deionizada e uma amostra da solucdo (0,25 ml) foi
transferida para um recipiente pléstico e neutralizado com 0,25 ml de solucéo de
HCIO4 a 1 M. Entéo, 0,5 ml de solucdo de TISAB Il foi adicionada ao tubo. A
concentracéo de fluor foi determinada por um eletrodo sensivel ao fldor (Eletrodo
Combinado 9609BNWP, Thermo Scientific Orion, Massachusetts, EUA) e a

concentracdo de flGor foi expressa em pg/cm?.
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Figura 12 — Fluxograma dos procedimentos experimentais para determinacgéo da

concentracdo de flaor

Saliva Acido K 2 Saliva
Humana Citrico Humana
2h 2 min 2h
Acido HK 3 Saliva
. Tratamento
Citrico Humana .
: 1 min
2 min 2h
I
HK 4 1
v
Saliva Saliva )
H ———> Tratamento ———> Humana [Flior]
umana 1 min uman ug/cm2

2h 2h

Legenda: Imersdes em saliva humana e solucbes experimentais de tratamento prévias a analise da
concentragdo de fluor.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.8.Analise estatistica

As seguintes hipdteses nulas foram formuladas:

a) HOl: A associacdo do polimero Carbopol 980 as diferentes
formulagdes de fluoreto nédo influenciam na quantidade de dissolugéo
da hidroxiapatita;

b) HO02: A associacdo do polimero Carbopol 980 as diferentes
formulacGes de fluoreto ndo influencia no efeito protetor destes na

erosdo inicial do esmalte, medido por microdureza;
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c) HO3: A associagdo do polimero Carbopol 980 as diferentes
formulacbGes de fluoreto ndo influencia na concentracdo de fluor

adsorvido a superficie do esmalte.

A andlise estatistica foi realizada pelo software estatistico Statistica for
Windows (StatSoft, California, EUA) e consistiu no clculo da média e desvio-
padrdo para se obter a estatistica descritiva. A estatistica inferencial consistiu nos
testes de normalidade (Kolmogorov Smirnov), seguido por ANOVA dois fatores.
Em seguida, os resultados foram submetidos ao teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%.

4.6 Etapa 2 - Estudo in situ: Avaliacédo do efeito protetor do flior associado

ao polimero Carbopol no desenvolvimento do desgaste erosivo

4.6.1 Delineamento experimental

Esse estudo utilizou um modelo in situ, prospectivo, cruzado, cego, de 3
fases, envolvendo 15 voluntarios que se encaixaram nos critérios de
inclusdo/exclusdo. Em cada fase, os voluntarios utilizaram dispositivos palatais
removiveis contendo 4 espécimes de esmalte dental bovino. O estudo seguiu um
delineamento experimental totalmente aleatorizado, tendo 2 fatores
experimentais:

Solucdes teste, em 3 niveis:

a) C neg: Controle (agua deionizada);
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b) NaF+Sn: Solucdo de Fluoreto de sodio mais Cloreto de Estanho (500
ppm F+ 800 ppm Sn, pH=4,5) - foi escolhida a associac¢do ao estanho
com base nos resultados do estudo in vitro da etapa 1;

c) NaF+Sn+Carb: Solucdo de Fluoreto de Soédio mais Cloreto de
Estanho + Carbopol 980 (500 ppm F+ 800 ppm Sn, pH=4,5) - foi
escolhida a associacdo ao estanho com base nos resultados do estudo

In vitro da etapa 1.

Desafio, em 2 niveis:

a) ERO: Erosao;

b) ERO + ABR: Erosédo + Abraséo.

Unidade Experimental: 180 espécimes de esmalte bovino.

Variavel resposta: Andlise perfilométrica (perda em um) da superficie do
esmalte.

4.6.2 Divisdo dos grupos

Foram utilizados 180 espécimes de esmalte bovino, distribuidos de forma
aleatéria em 3 grupos (n=60) de acordo com o tratamento e cada grupo
subdividido em dois, seguindo os desafios (erosdo e erosdo+abrasdo) com n=30

descritos na Figura 13, de acordo com cada solucdo utilizada.
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Figura 13 — Divisao dos grupos de estudo

Controle Solugdes Experientais
’_L_‘ 1
| 1
j ) N\
Negativo - Agua 3 +5n +
E . : Solugdo de NaF+5n ROl
Deionizada —50 Carbopol 980
n=60 = n=60
J/ J
A A
. Erosao + . Erosdo + - Erosdo +
Erosao - Erosao - Erosao -
n=30 Abrasdo n=30 Abrasdo n=30 Abrasdo
= n=30 B n=30 B n=30
J J

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.3 Calculo do tamanho da amostra

Para esse estudo, o tamanho da amostra foi estimado a partir de um
experimento in vitro apds o ciclo erosivo de 5 dias com acido citrico 0,3% e
tratamento diario com a solucdo de estudo. As medias obtidas dos valores de
perda, por perfilometria, foram 2,73 um para o grupo controle negativo e 1,8 um
para o grupo experimental (solucdo fluoretada), com um desvio padréo de 0,8 um
(Avila et al., 2017). No programa estatistico online Sealed Envelope Ltd. aplicou-
se o calculo de diferenca de médias e superioridade, sendo necessario um tamanho
de amostra de 12 individuos, em cada grupo, esperando-se um poder de 80% e

nivel de significancia 5%.
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Escolhemos realizar o estudo com 15 voluntarios para evitar que possiveis
desisténcias de voluntarios pudessem interferir na confianca do resultado da

pesquisa.

4.6.4 Populagdo do estudo

A primeira visita para o recrutamento de voluntarios do estudo foi
realizada na clinica de Pos Graduacéo da Disciplina de Dentistica do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de S8o José dos Campos. Nesta primeira visita, 0S
voluntarios receberam instrucbes verbais sobre o estudo, incluindo todos os
procedimentos nele envolvidos. Cada voluntario também foi informado dos
possiveis riscos envolvidos no experimento e da confidencialidade dos dados.
Todas as informacgOes estdo presentes na Carta de Informacdo ao Paciente
(APENDICE A) e no Termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO C)
(Resolucéo n°. 196 do Conselho Nacional de Salide, Ministério da Saude, Distrito
Federal, Brasil, 10/03/1996), os quais foram assinados em duas vias, pertencendo
uma ao voluntéario, e outra aos pesquisadores.

Um formuléario contendo a histéria médica do paciente tambem foi
preenchido. Na sequéncia, esses voluntarios receberam um exame clinico, para a
determinacdo das suas condi¢bes orais. ApoOs esses procedimentos, eles
realizaram um teste do fluxo salivar ndo-estimulado e estimulado (Scaramucci et
al., 2012).

Para o teste do fluxo salivar ndo estimulado, o voluntario ficou sentado na
cadeira odontologica por 5 minutos em siléncio. Apos esse periodo, ele engoliu
toda a saliva presente na boca e iniciou a coleta, cuspindo em tubos de centrifuga

graduados. Para a coleta, eles permaneceram sentados, com apenas a cabeca
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abaixada e olhos abertos. A coleta teve a duracdo de 5 minutos e, durante esse
periodo, os voluntarios foram instruidos a ndo engolir a saliva. Apos 0s 5 minutos,
0s voluntérios cuspiram toda saliva restante na boca. A quantidade de saliva
coletada no tubo foi medida (sem incluir a espuma) e esse valor divido por 5, para
a obtencéo do fluxo em ml/min.

Para a saliva estimulada, o voluntario mastigou pedacos de parafilme por
1 minutos. Para comecar a coleta, o voluntario engoliu toda a saliva na boca e
entdo comegou a cuspir em um novo tubo de centrifuga graduado. Essa coleta teve
duracdo de 2 minutos, nos quais 0s voluntarios mastigaram o parafilme, sem
engolir a saliva em nenhum momento. A taxa de mastigacéo deve ser em torno de
70 mastigacOes por minuto. A posicdo de coleta foi semelhante a do fluxo nao
estimulado, ou seja, sentado, com a cabeca abaixada e olhos abertos. Ao final
desse periodo, o volume coletado foi mensurado e dividido por 2, para a obtengéo
0 fluxo estimulado em ml/min. Com base nas informacOes coletadas nessa
primeira visita, 0s seguintes critérios foram seguidos para a inclusdo dos
voluntérios no estudo (Scaramucci et al., 2012):

a) Ter pelo menos 18 anos de idade;

b) Apresentar uma boa salde geral;

¢) Ter um fluxo salivar estimulado e ndo estimulado de >0,2 mL/min

(Bardow et al., 2001) e >1,0 mL/min (Dawes, 2008) respectivamente;
d) Nao apresentar sinais de erosdo dental, cérie ativa ou doenca
periodontal;

e) N&o fazer uso de aparelhos ortodonticos ou préteses removiveis.

Os critérios de exclusdo do estudo foram:

a) Pacientes dependentes quimicos, como fumantes e alcodlatras;
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b) Condicdo medica que possa interferir na seguranca do voluntario
durante o periodo do estudo, como a utilizacdo de medicamentos para
tratamento de doencas crénicas ou reagdes alérgicas as substancias
e/ou produtos de higiene oral que serdo utilizados;

c) Gravidez ou intencdo de engravidar durante o periodo do estudo;

d) Estar em outro estudo no mesmo periodo.

Os voluntarios receberam também instrucGes de que poderiam desistir do
estudo a qualquer momento, por qualquer razdo, se assim o desejassem. Os
pesquisadores tambem poderiam remover os voluntarios do estudo, caso
achassem necessario. Se os voluntarios fossem removidos por condigdes medicas
ou odontoldgicas, eles seriam encaminhados aos profissionais da area médica ou
a clinica de P6s Graduacdo da Dentistica do ICT de S&o José dos Campos, e
monitorados pelos pesquisadores do estudo até a resolucédo do problema, ou ate
que este se tornasse néo significante clinicamente.

Todos os voluntarios receberam identificagdes por um nimero seguindo a
ordem alfabéetica de seus nomes, e foram designados para a sequéncia de
tratamento de maneira aleatorizada, de forma que as amostras também foram
aleatorizadas para que cada voluntario tivesse 12 amostras no total e quais delas
sofreriam abrasdo ou ndo, em seguida foram aleatorizados o tratamento para cada
fase (APENDICE B). A aleatorizagdo dos tratamentos nas fases foi importante
para que ndo houvesse influéncia nos resultados, uma vez que na terceira fase o
voluntario estaria muito mais treinado e acostumado com o ciclo do que na
primeira.

Nessa primeira consulta também foram fornecidos aos voluntarios
dentifricios (Colgate Maxima protecdo contra as caries, 1500 ppm F, Colgate-
Palmolive, Osasco, SP, Brasil) e uma escova dental elétrica (Escova Elétrica Oral-

B Vitality, Brasil), para que fossem utilizados 2 vezes ao dia, antes da imerséo do
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aparelho na solucao teste. O contato com a escova ocorreu em apenas do lado
esquerdo do aparelho (entre duas amostras) identificado por um fio ortoddntico
para correta identificacdo pelo voluntario, por toda duracdo do estudo. Os
voluntarios ndo puderam escovar os dentes com a pasta 30 minutos antes do inicio
do estudo e ndo puderam comer por 30 minutos antes de iniciarem oS
procedimentos experimentais.

Os participantes foram treinados extensivamente em relacdo a todos os
procedimentos envolvidos no experimento. Alem de receber as instrucbes por
escrito, eles também receberam um cronograma contendo os procedimentos
diarios envolvidos (APENDICE A).

4.6.5 Ensaio de perfilometria

Para auxilio no teste de perfilometria, foram feitas duas marcacdes
paralelas entre si nas laterais da superficie da resina acrilica, com o auxilio de um
dispositivo contendo uma ponta afiada (Figura 14). Estas marcacbes serviram
como guias para orientacdo do posicionamento dos graficos resultantes das
leituras obtidas na analise perfilométrica, possibilitando a sobreposicéo dos perfis

iniciais com os finais.
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Figura 14 — Amostra fixada em dispositivo com ponta afiada
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O ensaio de perfilometria foi realizado em dois momentos, sendo o
primeiro prévio a ciclagem dos especimes, e 0 segundo, ap0s o término da
ciclagem des-re, a fim de se obter as alteracdes relativas a perda de superficie do
esmalte.

Os perfis foram obtidos com perfildmetro (MaxSurf XT 20, Mahr-
Goettingen, Alemanha), realizando cinco varreduras com extenséo de 4,2 mm e

distancia de 0,25 mm entre cada amostra (Figura 15).
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Figura 15 — Esquema das varreduras feitas para anlise de perfilometria

|} 0,25 mm

Fonte: Elaborada pelo autor.

O desgaste do esmalte foi calculado apos comparacdo entre os perfis
iniciais e pos-tratamento, usando as marcagdes como guias. Apds a sobreposicao
dos perfis inicial e final, a altura resultante da diferenca entre 0s mesmos
determinou a perda de estrutura dental e esta foi calculada com auxilio do software
dedicado ao equipamento (Mahr Surf XCR 20 4.50-07 SP3, 2011) (Figura 16). A
reprodutibilidade e confiabilidade do perfilometro foram determinadas por testes
especificos seguindo a metodologia proposta por Attin et al. (2009 ). Para desgaste
erosivo em esmalte, assumiu-se o valor de 0,153 um, isso significa que para
valores de perda menores que 153 nanometros devem ser considerados abaixo do
nivel de deteccdo do equipamento, e portanto ndo devem ser consideradas, ou

seja, ndo diferentes de zero (Zanatta, 2016).
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Figura 16 — Sobreposicao dos perfis inicial e final

B

Legenda: a) sobreposicdo dos perfis obtidos antes (verde) e ap6s (azul) a exposi¢do ao acido pelo
software do perfildometro. Observar os dois picos definidos no inicio e fim dos perfis, indicando a regido
onde as marcagdes prévias foram feitas; b) valor da altura resultante da sobreposicéo dos perfis.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.6 Esterilizacdo dos espécimes

Apoés a avaliacdo da microdureza inicial e leitura do perfil inicial em
perfilbmetro de contato, os espécimes foram esterilizados com radiacdo gama
(Wegehaupt et al., 2012) previamente a sua insercao nos aparelhos intraorais, este
método de esterilizacdo ndo é capaz de induzir alteragbes significantes nas
propriedades mecanicas do esmalte (Rodrigues et al., 2004; Aivazoglou, 2009).
A fonte de irradiacdo consiste de um irradiador experimental de Cobalto-60,
modelo Gamacell 220, localizado no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares — IPEN (Sé&o Paulo, SP, Brasil). Os espécimes foram dispostos em duas
placas para cultivo de células de 96 pocos, as quais foram acondicionadas em

embalagens para esterilizagdo em autoclave. Apos a finalizagdo do ciclo de
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esterilizacdo, os espécimes foram armazenados nas placas em temperatura
ambiente até sua utilizacao.

Previamente a inser¢do das amostras no aparelho, os riscos feitos
anteriormente em resina acrilica foram protegidos e cobertos com uma fita adesiva
do tipo cloreto de polivinil ndo plastificado - UPVC (TapeCase Ltda., Illinois,
EUA) para que no momento do ciclo ndo fossem impregnados com dentifricio

impedindo a correta sobreposicéo dos perfis (Figura 17).

Figura 17 — Amostra com fita adesiva

Legenda: a) amostra final antes de ser colada a fita nas marcages; b) amostra com a fita adesiva em
posicdo cobrindo uma das as marcacdes; ¢) amostra com fita adesiva em posi¢do cobrindo as duas
marcagoes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.7 Preparo do dispositivo intra-oral

Os 15 participantes tiveram suas arcadas superiores moldadas com
alginato de presa rapida (Jeltrate® Plus, Dentsply Indastria e Comércio Ltda,
Petropolis, RJ, Brasil). A partir dos moldes foram obtidos modelos de gesso, nos

quais foram confeccionados dispositivos intra-orais superiores de resina acrilica.
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Estes dispositivos foram utilizados pelo voluntario nas 3 fases do estudo, apenas
as amostras eram trocadas. Dois nichos com profundidade de 2,0 mm e largura de
aproximadamente 7,0 mm (Figura 18A) foram confeccionados nesses
dispositivos, nas regides de pré-molares, em ambos os lados (Macdonald et al.,
2010). Os nichos foram confeccionados no dispositivo de forma que a amostra
fosse inserida pela face voltada para o palato, impedindo que se soltasse, e apenas
a superficie de esmalte ficaria em contato com a cavidade oral para formacao da
pelicula adquirida e para que ndo aconteca uma abraséo adicional indesejada na
superficie dos espécimes, causada pela acdo da lingua. Para o lado sem abraséo,
o orificio voltado para a cavidade oral tinha as dimensdes de 3,5 mm de didmetro
por 0,5 mm de espessura e para o lado com abrasdo as dimensdes eram 4,5 mm
de didmetro e 0,5 mm de espessura (Figura 18B e 18C). Para o lado que sofreu
abrasdo, o orificio apresentava diametro maior para que as cerdas da escova

pudessem entrar em contato com a superficie de esmalte.

Figura 18 — Dispositivo intra-oral

Legenda: a) dispositivo intra-oral visto pela face que fica em contato com o palato e dimensdes dos
nichos; b) nicho do lado de abraséo; ¢) nicho do lado sem abraséo.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os dispositivos foram instalados e ajustados nos voluntarios na segunda
consulta. Nesta mesma consulta, os voluntarios foram submetidos a profilaxia e
receberam orientacGes por escrito quanto ao uso do dispositivo.

Os dispositivos foram entdo desinfetados com clorexidina a 0,2% por 10
minutos, seguido de lavagem com agua corrente. Os espécimes foram fixados nos
nichos dos aparelhos, dois espécimes de cada lado, com auxilio de cera pegajosa

(Figura 19). Esse procedimento foi realizado com materiais estéreis.

Figura 19 — Dispositivo intra-oral com amostra em posi¢éo

Legenda: a) dispositivo intra-oral visto pela face voltada para cavidade oral, em destaque o fio
ortodéntico para marcar o lado que recebeu abrasao; b) dispositivo intra-oral visto pela face voltada para
o0 palato ilustrando amostras fixadas com cera pegajosa nos nichos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6.8 Procedimentos experimentais

Com o objetivo de evitar o contato dos dentes naturais com a solugédo

acida, os dispositivos contendo os espécimes foram imersos na solucéo acida extra
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oralmente assim como a abrasdo (Wiegand et al., 2010). O desafio erosivo foi
realizado com 20 ml da solucdo acida, por 5 minutos, 4x/dia, com intervalos de 1
hora entre os desafios sob temperatura ambiente. Para o desafio erosivo, utilizou-
se solucdo de acido citrico a 1%, com pH natural (2,3). Apds a desmineralizacéo,
0 excesso de acido no dispositivo foi vertido sobre um papel absorvente e o
dispositivo retornou a boca. A solucdo &cida foi renovada a cada imerséo.

Os voluntarios foram orientados a escovar um dos lados do aparelho duas
vezes por dia, antes da imersdo do mesmo na solucao teste, apos o primeiro acido
e antes do ultimo de cada ciclo, com o dentifricio fornecido pelos pesquisadores.
A abraséo foi realizada por 15 segundos, escovando 0s espécimes sem qualquer
movimento manual adicional, apenas o0 contato da escova elétrica ativada com 0s
especimes a serem escovados (Schlueter et al., 2013). A quantidade de dentifricio
foi equivalente ao tamanho de uma ervilha na cabeca da escova elétrica. O
dentifricio ficou em contato com a amostra por 2 minutos, em seguida enxaguado
com &gua da torneira até a sua completa remocao nas amostras (Schlueter et al.,
2013). Os espéecimes foram expostos a 20 ml das solugdes teste por 1 minuto,
2x/dia, 30 minutos ap0s o primeiro e o0 ultimo desafio erosivo. Antes do
tratamento, os espécimes foram secos com papel absorvente. O excesso das
solucdes teste apos o tratamento também foi vertido sobre papel absorvente. A
Figura 20 mostra um esquema do ciclo erosivo experimental e um esquema
semelhante, porém mais explicativo foi disponibilizado aos voluntarios junto com

as instrugdes (Apéndice A).



Figura 20 — Esquema do ciclo erosivo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dispositivos foram usados durante o dia (6 h), exceto durante as
refeicdes e durante a higiene oral, quando foram ser armazenados em recipientes
com tampa contendo uma gaze umidificada com agua deionizada (Ganss et al.,
2010). Os voluntarios puderam beber somente dgua com os aparelhos in situ.
Apos as refei¢des, ingestdo de bebidas e higiene oral, os voluntarios aguardavam
15 minutos para reinsercao do dispositivo na boca.

Durante a noite, os dispositivos foram armazenados nos recipientes com a
gaze umidificada e armazenados sob refrigeracdo a 4°C. A ciclagem dos
espécimes foi repetida por 5 dias em cada fase. O tempo de estudo total foi de 15
dias. Um periodo de wash out de 7 dias foi realizado entre as fases do estudo.

Apos os procedimentos experimentais, 0s espécimes foram desinfetados em
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solucdo de digluconato de clorexidina 0,2%, pH 6,5 (Viclohex Solucdo Aquosa,

R.T.R. Volante Epp., Taquaritinga — SP, Brasil) por 1 minuto.

4.6.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo software estatistico Statistica for
Windows (StatSoft, California, EUA) e consistiu no célculo da média e desvio-
padrdo de perda superficial dos espécimes de cada voluntario, medida por
perfilometria. A estatistica inferencial consistiu no teste de normalidade
(Kolmogorov Smirnov) seguido do teste ANOVA dois fatores e teste de
comparacdes multiplas Tukey. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

A seguinte hipotese nula foi formulada:

a) HO1: Os tratamentos testados ndo apresentam efeito protetor contra o
desgaste erosivo e erosivo+abrasivo medido por perfilometria

comparados ao controle negativo.
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5 RESULTADO

Os valores de viscosidade (cP) das solucBes experimentais apds o ajuste
do pH das mesmas para 4,5 estdo apresentados na Tabela 1. As solucdes nédo
apresentaram valores de viscosidade discrepantes quando comparados ao
enxaguatorio EImex, sendo todas aceitaveis clinicamente para utilizacdo como

enxaguatorios bucais.

Tabela 1 - Solugdes de tratamento testadas com respectivos valores de viscosidade

média (DP) apos o ajuste de pH para 4,5

Tratamento Viscosidade cP (25°C)
Elmex 1,20+0,03
NaF 1,00+0,00
NaF+C 1,57+0,04
NaF+Sn 1,07+0,04
NaF+Sn+C 1,12+0,01

Legenda: C — Carbopol.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.1 Resultados da Etapa 1

5.1.1 Ensaio de estabilizacdo do pH (pH stat)

Para anélise estatistica do teste de ph stat foram utilizadas as médias e
desvio-padrdo das medidas em triplicata (Figura 21) e os dados encontraram-se

em distribuicdo normal (Kolmogorov Smirnov p=0,21).

Figura 21 — Grafico de colunas representando os valores de media e desvio padrao

em mg da dissolucdo da hidroxiapatita
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Legenda: PPG — Propilenoglicol.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os dados foram submetidos ao teste ANOVA um fator demostrando
diferenca estatistica significante entre os grupos (p=0,0001) seguido pelo teste de

comparag6es multiplas de Tukey a um nivel de significancia de 5% (Tabela 3).

Tabela 3 — Dados de média e desvio-padréo do volume de titulante e dissolucéo
de hidroxiapatita para 0s grupos testados

Volume de titulante | Dissolucdo da hidroxiapatita

Tratamento (ml) (mg)
Propilenoglicol 2.034 £ 0.032 2555+ 041 A
Agua (controle negativo) 2.016 + 0.016 25.31£0.20 A
Propilenoglicol+C 1.391 £ 0.070 17.46 +0.88 B
NaF 0.872 £0.00 10.95+0.00 C
Carbopol 0.786 £ 0.029 9.87+£0.36 C
Elmex (controle positivo) 0.459 + 0.033 576+£0.42D
NaF+Sn 0.450 £ 0.00 5.65+0.00 D
C+PPG+NaF+Sn 0.338 £ 0.029 424 +0.36 E
C+PPG+NaF 0.281 +0.028 353+0.35E

Legenda: Letras mostram diferenca de dissolucdo de hidroxiapatita entre os tratamentos (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

O controle negativo apresentou os maiores valores de dissolucdo da
hidroxiapatita, assim como no grupo com propilenoglicol que confirma seu efeito
inativo sobre a hidroxiapatita, atuando apenas para dissolucédo prévia do polimero
Carbopol. Os grupos que contém o polimero associado aos fluoretos apresentaram
menores valores de dissolucdo da hidroxiapatita, diferindo até mesmo do grupo

controle positivo.
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5.1.2 Andalise de microdureza

A influéncia dos tratamentos na erosao inicial foi avaliada por meio da
analise de microdureza Knoop. A anélise estatistica para os dados do ensaio de
microdureza foi feita a partir dos valores de média e desvio-padrdo dos valores
absolutos. Os dados de microdureza inicial (HK; — dureza inicial) apresentaram
média de 349,92 (£18,32) e as amostras selecionadas para o estudo apresentaram
variacdo de até 10% da média (para mais e para menos), como descrito
anteriormente. Os dados de microdureza apos o primeiro desafio acido (HK; -
desmineralizacdo) foram usados como baseline e se apresentam na Tabela 2. Os
dados de HK; foram submetidos ao teste ANOVA um fator, o qual revelou ndo
haver diferenca significante entre os grupos (p=0,68) de forma que o estudo partiu
da mesma condicdo de desmineralizagédo para todos 0s grupos.

Os valores de microdureza foram obtidos em duas fases adicionais:
microdureza de remineralizacdo (ap0s tratamento - HKs), com o objetivo de
avaliar o reendurecimento da camada superficial desmineralizada (softness); e
microdureza de protecdo (apds segundo desafio erosivo - HK4), com o objetivo
de avaliar o efeito protetor dos tratamentos testados frente ao novo desafio acido
(erosdo inicial). Nesta analise, os valores mais altos indicam maior acéo
remineralizante ou maior efeito protetor frente a um novo desafio erosivo das
solucgOes testadas.

Para o efeito remineralizante (HK3) e protetor (HK,), os valores de média
e desvio-padrdo dos dados da microdureza Knoop, segundo 0S grupos, estdo

ilustrados na Figura 22, por meio de gréaficos de coluna.
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Figura 22 — Grafico de colunas representando os valores de média e desvio padrédo

das leituras de microdureza nas diferentes condi¢des testadas
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores de média e desvio-padrdo das medidas de microdureza se
apresentaram dentro da condicao de normalidade (Kolmogorov Smirnov p>0,05).
A avaliacdo do efeito das solucdes na remineralizacéo e protecdo do esmalte foi
feita por meio de teste ANOVA dois fatores (tratamento e tempo) o qual revelou
diferenca entre os tratamentos (p=0,0001) e o fator tempo (p=0,0001). O teste de
comparacdes multiplas adotado foi o Tukey ao nivel de significancia de 5%. A
Tabela 2 mostra os valores de média e desvio-padrdo da microdureza e resultados

dos testes estatisticos.
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Tabela 2 - Média e desvio-padrao dos valores de dureza HK; (dureza inicial), HK;

(desmineralizacéo), HK3 (remineralizacéo) e HK, (protecdo) para todos os grupos

testados
Tratamento Dureza inicial | Desmineralizacdo | Remineralizacéo Protecao
(HK4) (HK>) (HK3) (HK4)
Agua 344,07+£16,05Aa 252,54+30,45Ab 265,12+32,04Ab 220,28+17,82Ac
Elmex 353,44+17,10Aa 262,66+19,54Ab 340,14+20,49Ba 266,64+29,16Ch
NaF 354,31+19,23Aa 255,68+25,18Ab 327,42+13,44Ba 250,42+21,93Bb
NaF+C 351,01+24,92Aa 267,35+23,08Ab 346,42+18,56Ba 261,25+28,16Bb
NaF+Sn 350,13+14,97Aa 264,70+21,19Ab 353,41+15,20Ba 268,48+22,65Ch
NaF+Sn+C 346,54+16,81Aa 256,42+24,20Ab 371,96+10,94Cc 302,36+16,67Dd

Legenda: Letras maitsculas mostram diferenca nas colunas e letras minasculas mostram diferenca nas
linhas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores acima demonstram que a associacdo do NaF+Sn com o
biopolimero Carbopol influenciou no efeito remineralizante, aumentando o valor
de microdureza Knoop da camada superficial desmineralizada (softness), quando
comparado aos demais grupos. Os valores de remineralizacdo, quando
comparados aos de desmineralizagdo, demonstram que apenas 0s grupos tratados
com &gua (controle negativo) ndo sofreram efeito remineralizante, diferente dos
demais, ressaltando-se ainda que o grupo NaF+Sn+C apresentou maior valor de
microdureza Knoop.

Para o fator protecdo, novamente a associacdo NaF+Sn+C se diferencia
dos demais grupos, apresentando valor significativamente maior de microdureza,
demonstrando influéncia no efeito protetor frente a um novo desafio erosivo apos

tratamento.
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5.1.3 Analise da concentracéo de fltor

Para avaliacdo da influéncia das solucdes experimentais na adsorcao de
fldor na superficie do esmalte, foi realizada a mensuracdo do flior soluvel em
KOH (loosely bound fluoride). Os dados obtidos pela analise se encontraram
dentro da condicdo de normalidade (Kolmogorov Smirnov p=0,12). Para a
concentracédo de flGor soltvel em pg/cm?, os valores de média e desvio-padrdo
dos dados, segundo os grupos, estdo ilustrados na Figura 23, por meio de graficos

de coluna.

Figura 23 - Gréafico de colunas representando os valores de média e desvio padrao

de flGor solivel em KOH (ug/cm?)
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os dados foram entdo submetidos ao teste ANOVA um fator (p=0,0001)

seguido pelo teste de comparacdes multiplas Tukey ao nivel de significancia de

5% (Tabela 4). Observou-se diferenca estatistica entre os tratamentos e 0 grupo

controle negativo, a associacdo do polimero Carbopol a solucdo de NaF aumentou

a adsorcdo de fldor ao esmalte erodido e para o tratamento com

NaF+Sn+Carbopol.

Tabela 4 — Média e desvio padrdo do fllor adsorvido no esmalte (em pg/cm?) e

resultado do teste de Tukey

Tratamento 1g/cm?
Agua (controle negativo) 2,27+0,57 A
NaF 11,48+3,97 B
NaF+Carbopol 21,30+6,24 C
Elmex (controle positivo) 21,8615,12 C
NaF+Sn 26,46+3,97 CD
NaF+Sn+Carbopol 30,15+8,51 D

Legenda: Letras mostram diferenca entre os tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2 Resultados da Etapa 2

Por se tratar de um estudo cruzado e aleatorizado foi feito um fluxograma,

seguindo as normas do CONSORT (Martins et al., 2009), projetado para

documentar o fluxo de registros de participantes do ensaio, seguindo 0s critérios

de inclus&o e aleatorizacdo dos voluntarios (Figura 24).
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Figura 24 — Fluxograma CONSORT do recrutamento e aleatorizagdo dos

voluntarios do estudo

Inclusao

Alocacao

Avaliados para elegibilidade (n = 18)

Excluidos (n = 3)
T Nao atendem aos critérios de inclusdo (n=2)
O Desistiram de participar (n = 1)

Aleatorizados (n = 15)

Alocagdo para int
Termos de consentimento ¢ instrugdes

ervencdo (n=15)

Seguimento

Analise

Confec¢do dos dispositivos palatais para cada voluntario (n=15)
Treinamento dos voluntarios para os procedimentos (n= 15)

Escovacdo com dentifricio da pesquisa 7 dias antes

12 Fase 5 dias (n = 15)
Controle negativo (n = 6);
Controle positivo (n=5);

NaF+Sn+Carb (n=4)

Washout de 7 dias

2% Fase 5 dias (n = 15)
Controle negativo (n=4);
Controle positivo (n = 5);

NaF+Sn+Carb (n= 6)

Washout de 7 dias

32 Fase 5 dias (n=15)
Controle negativo (n =35);
Controle positivo (n=5);

NaF+Sn+Carb (n=5)

Andlise final de perfilometria (n = 15)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.1 Analise de perfilometria

Para avaliacdo da influéncia das solugbes na progressdo da erosdo foi

realizado o teste de perfilometria apds o ciclo erosivo descrito na metodologia. Os

dados de perda de esmalte se apresentaram dentro da condi¢do de normalidade

(teste de Kolmogorov Smirnov p=0,12). Os valores de média e desvio-padréo da
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analise de perfilometria, segundo os grupos de tratamento, estdo ilustrados na

Figura 25 por meio de um gréfico de coluna.

Figura 25 — Grafico de colunas representando valores de média e desvio-padrao
de desgaste em um segundo 0s grupos de acordo com associac¢ao ou ndo da erosao

com a escovacao
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A avaliacdo do efeito protetor das solucdes contra o desgaste erosivo e
erosivo+abrasivo medido por perfilometria foi feita por meio de teste ANOVA
dois fatores (desafio e tratamento), o qual revelou diferenca estatisticamente
significante entre os desafios (p=0.0001) mostrados na Tabela 5. O teste de

comparacdes multiplas adotado foi 0 Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Tabela 5 — Média e desvio-padrdo dos dados obtidos na analise perfilométrica

(um) da superficie do esmalte para os desafios

Desafio Perda superficial (um)
Eroséo 9,93+6,88A
Erosédo + Abrasao 18,04 £ 10,83 B

Legenda: Letras mostram diferenca entre os desafios (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Também houve diferenca estatisticamente significante entre 0s
tratamentos quando comparados ao grupo controle (p=0,0001) mostrados na
Tabela 6.

Tabela 6 — Média e desvio-padrdo dos dados obtidos na analise perfilométrica

(um) da superficie do esmalte para os tratamentos testados

Tratamentos Perda em pum
Agua 20,70 + 10,17 A
NaF+Sn 12,07 +8,65B
NaF+Sn+C 9,18+6,94B

Legenda: Letras mostram diferenca entre os tratamentos (p<0,05).
Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 DISCUSSAO

6.1 Estudo in vitro

O polimero testado neste estudo € comumente utilizado na industria
farmacéutica, atuando como espessante, modificador da reologia dos materiais e
como agente bioadesivo, funcionando como um veiculo de entrega. Sua
biocompatibilidade e propriedade bioadesiva sdo bem reconhecidas (Zaman et al.,
2008, 2010) e ¢ produto da interagdo com superficies biologicas, decorrente das
ligacdes de hidrogénio de seus grupos carboxila ionizados (Moustafa et al., 2018).
Na odontologia também e empregado principalmente na composicao de cremes
dentais e geis, dessensibilizantes e clareadores. O efeito desse polimero como
ingrediente ativo de produtos para prevencéo da eroséo e a possivel interacao dele
com o fluoreto de sédio foi testado previamente por Avila et al. (2017) com
resultados promissores.

Sabe-se que o fluoreto de sddio apresenta acédo protetora contra o desafio
erosivo, no entanto, este efeito € limitado (Ganss et al., 2004; Zero, 2006). Assim,
sua associacdo com polimero Carbopol, que apresenta propriedades bioadesivas
seria uma forma de potencializar seu efeito protetor e, portanto, seus efeitos
benéficos sobre a erosdo dental. Como ja mencionado anteriormente, acredita-se
que o principal mecanismo protetor dos fluoretos monovalentes contra a eroséo
seja por meio da formacéo de depdsitos do tipo fluoreto de célcio na superficie do
esmalte, dependentes de sua concentracdo, tempo de aplicacdo e pH (Petzold,
2001). Esta camada comporta-se como uma barreira fisica que dificulta o contato
do acido com o esmalte subjacente ou atua como um reservatdrio mineral o qual

serd atacado pelo desafio erosivo (Magalhaes et al., 2011). Portanto, optou-se
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neste estudo por ajustar o pH das solugdes para 4,5. Adicionalmente, o pH acido
das solucbes permitiu a manutencédo da baixa viscosidade das solug6es associadas
ao Carbopol.

Neste estudo foram utilizadas formulag6es de solugdes fluoretadas, usadas
como enxaguatdrio bucal, e suas associacdes ao polimero Carbopol. Para as
associacdes, o polimero Carbopol foi previamente umidificado e dissolvido em
outro polimero, o propilenoglicol (CsHsO2). Nas solugdes com fluoreto de sddio,
0 Carbopol se dissolve completamente em meio aquoso, e até mesmo quando o
pH é ajustado para 4,5 (com KOH 1M) a solucdo se mantém estavel. Quando
associado ao fluoreto de sodio + cloreto de estanho, o Carbopol geleifica a
solucdo, aumentado sua viscosidade, e sendo inviavel sua utilizagdo como
enxaguatorio. Acredita-se em uma possivel ligacdo de grupos carregados
negativamente do polimero com os grupos acidicos da solucdo. Sendo assim o
propilenoglicol funcionaria como um doador de ions hidrogénio na presenca do
Carbopol, levando ao desdobramento do polimero (Zaman et al., 2010).

O uso de uma base hidrofilica ndo aguosa permite que niveis muito mais
elevados de polimeros hidrofilicos sejam incorporados, a medida que seu
comportamento de geleificacdo é parcialmente suprimido, e a capacidade de
absorcdo de agua aumenta (Zaman et al., 2010). Qualquer dissolucdo em sistemas
hidrofilicos ndo aquosos € proporcionada, principalmente, pela presenca de
poliois (Zaman et al., 2010), tais como o propilenoglicol. A dissolucdo do
polimero Carbopol em propilenoglicol também é possivel devido ao fato de que
esta substancia é polar, assim como a agua, 0 que permite tanto a dissolucéo do
polimero quanto sua utilizacdo nas soluces testadas.

O teste de estabilidade do pH (pH stat), foi empregado para testar o
potencial protetor dos componentes, isolados ou associados, quanto a dissolucao
da hidroxiapatita. Os resultados da analise da estabilidade de pH permitem negar

a primeira hipotese, pois a associacdo do polimero Carbopol 980 as diferentes
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formulagbes de fluoreto influenciaram a quantidade de dissolugdo da
hidroxiapatita. Ao analisar os componentes isolados, observa-se que o
propilenoglicol apresentou comportamento semelhante ao grupo da éagua
(controle negativo), ou seja, ndo expressou interferéncia no efeito do polimero
Carbopol nas solug6es fluoretadas. Portanto, o propilenoglicol funcionou apenas
como um umidificante para o polimero.

A hidroxiapatita tratada com Elmex e com NaF+Sn apresentaram valores
significantes para reducao da dissolucdo da hidroxiapatita (77,25% e 77,67%,
respectivamente). Mas ainda sim, 0s grupos com associa¢ao de fluoreto com
Carbopol apresentaram valores significantemente menores de dissolucdo da
hidroxiapatita, se comparado aos demais grupos. Houve reducdo de 86,05% para
NaF+Carbopol e 83,24% para o grupo NaF+Sn+Carbopol.

A formulacdo de solucgdes fluoretadas (NaF e NaF+Sn) associadas ao
polimero Carbopol s6 é possivel pelas caracteristicas de polaridade das
substéncias, considerando-se a quantidade de polimero utilizado e da faixa de pH
empregada. Quando hidratado, o Carbopol apresenta muitos centros de carga
negativos; neste estado a molécula se “estica”, a partir dai ocorre um aumento de
resisténcia mecéanica na direcdo do estiramento. O grau de orientacdo necessario
para atingir determinada propriedade depende basicamente da energia coesiva do
sistema (forcas intermoleculares). Estas forcas intermoleculares estéo diretamente
ligadas a afinidade do polimero Carbopol pelo Ca?*. Tal afinidade permite a
formacdo de um filme sobre a superficie dental, conferindo a mesma um efeito
protetor contra a desmineralizacéo, pois este filme funcionaria como uma barreira
fisica frente ao desafio erosivo. Para Barbour et al. (2005), esta barreira poderia
inibir a dissolugdo da superficie da hidroxiapatita e assim, reduzir a difusdo de
ions hidrogénio e de calcio e fosfato entre a hidroxiapatita e a solucdo acida. Além

do mais, a hidroxiapatita possui carga superficial positiva ou proxima a neutra em
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pH neutro. Em baixo pH, a carga positiva da hidroxiapatita aumenta, e isso pode
ser significativo na adeséo do polimero (Barbour et al., 2005).

Apos verificado o potencial protetor das solucbes testadas, simulou-se o
emprego das mesmas em um processo inicial da erosdo, caracterizado pelo
amolecimento da superficie do esmalte (softening). Durante esta fase o processo
é considerado reversivel, pois a perda de estrutura mineral do esmalte € parcial,
permitindo uma possivel mineralizacéo pela saliva (Amaechi, Higham, 2001) ou
por agentes remineralizantes (Ganss et al., 2011). Para a ciclagem, foi utilizada a
saliva humana, na tentativa de simular a presenca da pelicula adquirida sobre a
superficie de esmalte e avaliar a interacdo da mesma com os agentes formadores
de filme (White et al., 2012). Como na situacédo clinica as superficies dentarias
estdo recobertas pela pelicula adquirida, a presenca desta no estudo contribui para
um melhor entendimento da interacdo entre os agentes formadores de filme e o
dente.

As alteracOes iniciais da estrutura dental submetida a agentes erosivos
podem ser medidas por meio da andlise de microdureza superficial do esmalte,
sendo este método capaz de mensurar a resisténcia do substrato por meio de
indentacdes (Barbour et al., 2005). Acredita-se que a ponta de diamante Knoop
seja mais sensivel para detectar as mudancas na camada mais superficial de uma
lesdo erosiva, pois sua profundidade de penetracdo é em torno de 1,5 pum (Ganss
et al., 2011). Com o transcorrer do desafio erosivo, esta camada amolecida
superficial atinge um estagio estavel ou é removida, tornando-se inadequado este
método de avaliacdo (Shellis et al., 2011). De acordo com esta metodologia, na
erosdo inicial, foram testadas duas condigdes distintas: potencial de
remineralizagdo e protecdo. Na primeira, procurou-se avaliar a capacidade das
solugOes testadas em promover o reendurecimento da camada de softening (ap0s
primeira imersdo em acido — HK2). Estudos prévios indicam que a exposi¢do a

solugdes com fluoretos leva a remineralizagdo da estrutura dental amolecida
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(Amaechi, Higham, 2001; Ganss et al., 2001). Para a segunda condig¢ao buscou-
se avaliar o potencial protetor das solugdes frente a um novo desafio erosivo, pela
possivel formacdo de precipitados fluoretados que impediriam o contato do &cido
com o tecido amolecido (Petzold, 2001). As indentacOes iniciais permaneceram
visiveis ao microscopio mesmo na Ultima leitura de microdureza, indicando que
ndo houve perda de estrutura significante neste estagio do experimento.

O ensaio de microdureza permitiu negar a segunda hipotese nula, pois a
associacdo do polimero Carbopol 980 a solugGes fluoretadas influenciaram o
efeito protetor ao esmalte na eroséo inicial. Nas condi¢Oes de remineralizacéo,
todas as solugbes foram capazes de promover um endurecimento da camada de
softening aumentando os valores de microdureza se comparados ao baseline
(HK2) com excecdo do grupo tratado com &gua, como ja esperado. Entre os
grupos testados com as solucbes experimentais, destacou-se o potencial
remineralizante para o grupo NaF+Sn+Carbopol, apresentando valores
significantemente maiores de microdureza. Houve um aumento de 40% na dureza
de remineralizacao para o grupo NaF+Sn+Carbopol e de 28% para o grupo tratado
com Elmex, quando comparados ao controle negativo. Nas condi¢c6es de protecéo
também se observou um potencial protetor significante frente a um novo desafio
erosivo, quando comparados ao grupo agua. Os grupos tratados com Elmex e com
NaF+Sn foram semelhantes, uma vez que possuem a mesma composicdo de
fluoretos, ja se esperava um efeito semelhante. O grupo tratado com Elmex
aumentou o potencial de protecdo em 20% e o grupo NaF+Sn, em 21% a mais
que o grupo controle negativo. J& a associacdo NaF+Sn+Carbopol mais uma vez
mostrou valores significantemente maiores, se destacando com maior potencial
protetor se comparado aos demais grupos (aumento de 37%). Os resultados
obtidos com a analise de microdureza corroboram com os obtidos no teste de pH
stat, esta diferenca entre 0s grupos mostra que, ndo somente a presenca do

polimero exerceu efeito sobre o potencial de remineralizacdo, como também o
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tipo de fluoreto associado a ele. Apesar de se notar que a carga na superficie do
esmalte pode ser diferente daquela na hidroxiapatita (Barbour et al., 2005), o
efeito da carga na adsorcdo das moléculas aos tecidos duros (nos espéecimes),
parece ter sido 0 mesmo.

Muitas investigacdes ja demonstraram o efeito superior de solucdes
contendo associacéo entre fluoreto e estanho na prevencao de erosdo, em relagéo
a solucdes contendo somente fluoreto de sddio (Ganss et al., 2008; Wiegand et
al., 2009; Strand, 2011; Hara et al., 2013; Huysmans et al., 2014; de Oliveira et
al., 2015; Pini et al., 2017). Estes resultados corroboram com 0s obtidos neste
estudo. A terceira hipotese também foi negada, pois a adsor¢éo de ions fluoretos
a superficie do esmalte foi maior nos grupos fluoretados. Diferente do grupo
controle negativo, as solucdes experimentais apresentaram adsorcao de ions fldor
na superficie. Os grupos Elmex e NaF+Sn apresentaram valores de adsorcao
semelhantes, assim como esperado, uma vez que sdo compostos pela mesma
formulacéo de fluoreto. Ja o grupo NaF+Sn+Carbopol apresentou valores ainda
maiores de adsorcao de ions fluor.

Especula-se que haja um efeito sinérgico entre o Carbopol e o fltor, pois
como ambas sdo moléculas anidnicas, ndo tendem a se unir quimicamente e,
portanto, ndo favorece o esperado efeito de substantividade, encontrado nas
formulacdes de farmacos. O efeito protetor da solucdo NaF+Sn associada ao
Carbopol pode ser explicado pela formacdo de um filme sobre a superficie,
proveniente de todas as interagOes descritas anteriormente. O Carbopol apresenta
peso molecular muito alto (~500.000), comparado ao do fluoreto de sédio (41,99)
e ao cloreto de estanho (208,59), facilitando assim sua precipitacdo na superficie
e, consequentemente, dificultando sua remocao pelo acido citrico. Ja o potencial
remineralizante e a adsorcdo de fldor na superficie podem estar relacionados a
uma agéo fisica do Carbopol em aprisionar os ions fltor proximo a superficie, por

se tratar de uma molécula de alto peso molecular.
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H& de se considerar ainda a presenca e a bipolaridade da pelicula adquirida
simulada neste estudo. Tal caracteristica dual da pelicula permite que os agentes
exercam influéncia sobre a formacdo da mesma por meio de interacbes com as
proteinas polares, potencializando ainda mais seu efeito protetor (Hannig et al.,
2017). A adsorcdo de biomoléculas e proteinas salivares especificas é, até certo
ponto, determinada pelas propriedades fisico-quimicas do substrato, tais como a
polaridade da superficie, a molhabilidade e a expressdo dos potenciais receptores
(Hannig et al., 2017). A pelicula adquirida € um subconjunto especifico de
biomoléculas salivares que se ligam fortemente a superficie ibnica dos dentes para
manter uma alta concentracao de célcio diretamente ao redor do dente (Hannig et
al., 2017). As proteinas salivares serdo adsorvidas principalmente na superficie
do esmalte, devido as interacdes eletrostaticas entre este e 0s grupos carregados
das proteinas (Bennick et al., 1979; Zhang et al., 2018). A adsor¢do de uma
pelicula salivar altera a energia superficial do substrato e a natureza das ligacdes
quimicas disponiveis para interacdo com as diferentes solucdes (Zaman et al.,
2010). Por outro lado, o tratamento da superficie do esmalte pode também alterar
0 potencial de adsorcdo de proteinas sobre a mesma. Foi demonstrado
previamente que a pelicula formada sobre superficies tratadas com SnF;
apresentou maior espessura do que sobre as tratadas com NaF (Rykke et al.,
1991).

Tendo em vista os resultados promissores obtidos, optou-se em utilizar as
solugdes NaF+Sn e NaF+Sn+Carbopol em um modelo in situ, proxima etapa deste
estudo. Além do mais, a formacédo da pelicula adquirida in vivo simula situacdes

mais proximas da realidade clinica.
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6.2 Estudo in situ

Este estudo foi realizado para confirmar o efeito anti-erosivo de solucdes
fluoretadas associadas ao Sn e ao polimero Carbopol, previamente encontrado in
vitro, utilizando um modelo mais proximo da condicao in vivo. Nos estagios mais
avancados da erosdo dentaria, ocorre a perda de estrutura dental, sendo assim, a
anélise perfilometrica se torna o método mais adequado de quantificacdo do
desgaste erosivo (Ganss, Lussi, 2006). Neste estudo, a analise perfilométrica por
contato foi realizada, com objetivo de quantificar a perda do esmalte dental. As
mensuragdes realizadas basearam-se no apalpamento de uma ponta diamantada,
previamente montada no equipamento Perfildmetro. Os perfis obtidos nas leituras
iniciais e finais foram sobrepostos, utilizando como guia as marcacgdes feitas
durante o preparo dos espécimes e, a partir desta sobreposicédo, a diferenca de
altura média entre elas era obtida, tendo-se assim o valor em um da perda de
estrutura. Para Attin et al. (2009 ), a importancia do reposicionamento dos
especimes para as mensuragdes repetidas esta relacionada ao resultado mais fiel
da anélise, assim como o uso de software apropriado para a mensuracgéo. Portanto,
esta analise foi possivel devido ao fato de que os espécimes foram reposicionados
exatamente no mesmo local em todas as mensuragoes.

Os resultados obtidos com relacdo ao desgaste, por meio da analise
perfilométrica ndo mostraram diferenca significante entre os grupos fluoretados,
mas estes foram diferentes da 4gua (controle negativo). E interessante notar que
houve uma reducdo na perda do esmalte de 40% para o grupo NaF+Sn e de 55%
para o grupo NaF+Sn+Carbopol quando se comparam as solu¢fes de tratamento.
Assim, a associacdo do polimero a solucdo fluoretada apresentou uma sutil
diferenca na reducdo do desgaste erosivo, apesar de ndo haver diferenca

estatistica. Quando se compara apenas 0s desafios (erosdo e erosdo+abrasao),
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houve diferenca significativa entre os mesmos, com 50% a menos de perda nas
amostras que sofreram apenas erosao, ou seja, quando os grupos sdo submetidos
a erosdo+abrasdo a perda de esmalte se torna mais expressiva, independente das
solucgOes testadas.

A pelicula adquirida formada in vitro difere da in situ porque, entre outras
alteracdes, as proteinas salivares coletadas podem sofrer alteracdo ou degradacéao
(Batista et al., 2016). A pelicula formada naturalmente pode apresentar diferentes
niveis estruturais e de maturacdo, tendo uma influéncia diferente na ligacdo dos
componentes, que constituem as solucOes, ao esmalte e subsequente efeito
protetor. Para permitir a formacao da pelicula e sua maturacéo, no presente estudo
in situ, os voluntarios usaram os dispositivos orais por duas horas antes dos
procedimentos experimentais (Jodo-Souza et al., 2017).

A solucéo de fluoreto contendo estanho mostrou efeito protetor contra o
desgaste erosivo neste estudo corroborando com investigacoes anteriores (Ganss
et al., 2010; Schlueter et al., 2010; Jodo-Souza et al., 2017). Seu mecanismo de
acdo é devido a formacéo de precipitados na superficie dental, como Ca(SnFs),,
SNOHPOQ,, SnzF3PO,4, que sdo mais resistentes ao acido do que as particulas de
CaF; induzidas pela utilizacdo de NaF (Ganss et al., 2010). Mas ha que se levar
em consideracdo o pH das solugdes utilizadas. Provavelmente, o baixo pH (4,5) e
concentracdo de fldor utilizada podem ter levado a formacdo de depdsitos
semelhantes ao CaF,. O pH de 4,5 foi padronizado para as solugdes fluoretadas
para evitar um fator confundidor, aléem de facilitar a formacdo de CaF..
Adicionalmente, as solucdes fluoretadas associadas ao Sn ndo sdo estaveis em
niveis altos de pH (Scaramucci et al., 2016) e o baixo pH facilita a manutencéo
da viscosidade apropriada para a solucé@o contendo carbopol.

Deve-se considerar como limitacdo do estudo, o protocolo de tratamento,
visto que que alguns estudos in situ preconizam que o desafio erosivo e 0s

tratamentos sejam realizados intraoralmente, devido a natureza experimental das
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solucOes testadas (Jodo-Souza et al., 2017). A exposicdo intraoral aos
exaguatdrios fluoretados pode permitir que mais locais sejam encontrados para a
retencdo de fluor, como os tecidos orais, que poderiam aumentar, potencialmente,
a disponibilidade de fldor (Zero et al., 1992). Além disso, quando o bochecho é
realizado intraoral, pode levar a interacdo do flior com o célcio da saliva,
permitindo a formacgdo de mais material semelhante ao CaF,. O modelo in situ
utilizou condicdes altamente erosivas, com sucessivos episddios de exposicdo ao
acido e sem exposicdo a saliva durante a noite. Essa condi¢do experimental
poderia ter minimizado a acdo de aprimoramento da remineralizacdo das solucdes
de teste, o que também poderia explicar a protecdo reduzida observada pela
solucéo fldor (Jodo-Souza et al., 2017).

Sabe-se que a pelicula adquirida € importante na avaliacdo de agentes
formadores de filme, devido a possibilidade de competicdo por sitios de ligacédo
na superficie do esmalte (Barbour et al., 2005). O efeito protetor da solucéo
NaF+Sn associada ao Carbopol pode ser explicado pela formacdo de um filme
sobre a superficie. Esta formacédo de um filme protetor esta relacionada a forcgas
intermoleculares e estdo diretamente ligadas a afinidade do polimero Carbopol
pelo Ca?*. Tal afinidade confere a superficie um efeito protetor contra a
desmineralizacéo, pois este filme funcionaria como uma barreira fisica frente ao
desafio erosivo. Tal protecdo também é observada quando a amostra € submetida
a abrasdo. Para Rykke et al. (1991) o aumento da espessura da pelicula formada
sobre o esmalte tem alguma influéncia sobre o efeito protetor, assim como a
influéncia do tratamento com fluoretos na formacdo e composicdo da pelicula.
Pode se atribuir a este fato, a diminuicao de protecdo quando as amostras foram
submetidas a abrasdo, pois inevitavelmente pode haver uma diminuicdo da
espessura da pelicula adquirida ou até mesmo sua remocdo em alguns sitios,

quando a superficie foi escovada.
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Com base nos resultados, pode-se concluir que ambas as solucdes de fltor
apresentaram efeito protetor estatisticamente semelhante contra o desgaste
dentario, independentemente do desafio (erosdo ou erosdo mais abrasdo). Os
resultados do presente estudo provaram que as solugées fluoretadas associadas ao
Sn e ao polimero Carbopol sdo capazes de reduzir o desgaste erosivo em esmalte
também sob condicdes clinicas mais relevantes, com exposicdo frequente a
erosdo. Embora os precipitados na superficie formados apds a aplicacdo das
solucdes de tratamento, tenham resistido as forgas abrasivas em alguma medida
(Wiegand et al., 2010), a escovacao diminuiu a eficicia protetora das solugdes
NaF+Sn e NaF+Sn+Carbopol em comparacéo aos grupos que que foram somente
erodidos, portanto, este € um desafio ainda a ser alcancado. Assim, estudos futuros
devem ser conduzidos a fim de testar novas concentracdes tanto para o polimero
Carbopol quanto para as formulagdes de fluoreto, bem como se o efeito protetor

encontrado no esmalte prevalece sobre a dentina.
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7 CONCLUSAO

7.1 Etapa 1: Estudo in vitro

Ap0s a analise dos resultados nas condicGes experimentais deste trabalho,

baseado nas hipoteses nulas consideradas, pode-se concluir que:

a) Solugbes fluoretadas associadas ao polimero  reduziram
significantemente a dissolucdo da hidroxiapatita comparados aos
grupos controle (positivo e negativo);

b) Os tratamentos apresentaram potencial remineralizante e protetor na
superficie do esmalte significativamente maior do que o grupo tratado
com &gua, sendo que o grupo NaF+Sn+Carb apresentou valores
maiores que 0s demais grupos;

c) A associacdo do polimero Carbopol as solugdes fluoretadas aumentou
a adsorcéo de fluor a superficie do esmalte erodido quando comparado

ao grupo NaF e controle negativo.

7.2 Etapa 2: Estudo in situ

De acordo com a hipotese testada, conclui-se que os tratamentos utilizados
reduziram o desgaste erosivo em ambos desafios quando comparados ao controle

negativo.
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APENDICE A - Carta de Informacio ao Voluntario

. A parte experimental in situ tera duracdo total de 15 dias, sendo que
cada uma das trés fases durara 5 dias. Em cada fase, o aparelho devera ser
utilizado durante o dia, por 6 horas, com excec¢do das refeicdes, ao ingerir
bebidas que ndo a agua, ao se realizar a higiene oral e durante o periodo
noturno. Entre cada fase, havera um periodo de descanso de 7 dias, em que

o0 aparelho ndo devera ser utilizado.

. Em todas as ocasifes em que for beber algo que ndo seja dgua ou
comer, remova 0 aparelho da boca e coloque-0 na caixa sobre a gaze
umedecida com agua deionizada (que sera fornecida pelos pesquisadores).
Apoés ingestdo de alimentos e bebidas (exceto agua) entre as refeicOes
principais, enxague a boca com &gua corrente ou realize a higiene oral e

aguarde 15 minutos antes de colocar novamente o aparelho na boca;

. Realize a higienizacdo dos dentes naturais normalmente 3x/dia (ap6s
café da manhd, almoco, jantar) com a escova de dente, creme dental e fio

dental (o creme dental sera fornecido pelos pesquisadores);

. Escove somente a superficie interna do aparelho com a escova de
dente fornecida pelos pesquisadores duas vezes por dia, sem a pasta de dente:
ao acordar e antes de dormir. N&o escove a superficie que contém o0s

fragmentos de esmalte dental;

. Durante o experimento, interrompa o uso de qualquer enxaguatorio

bucal;
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. Durante as 3 fases de 5 dias (de XX/XX/2017 a XX/XX/2017,
XXIXXI2017 a XX/XX/2017 e de XX/IXX/2017 a XX/XX/2017) vocé devera

realizar devidamente os procedimentos instruidos pelos pesquisadores.

. Ao final do 5°. dia de cada fase, os aparelhos contendo as amostras

serdo recolhidos pelos pesquisadores para as analises em laboratério;

. Caso vocé tenha algum desconforto durante o experimento,
comunique imediatamente os pesquisadores responsavel pelos telefones:
(12) 98154-0908 (Tim) ou pelo email: daniele-mara@uol.com.br;

. Sua colaboracdo é de extrema importancia para o bom andamento
deste experimento. Os horarios e numero de imersdo na solucdo de acido
citrico, bem como o uso ininterrupto do aparelho sdo essenciais para que a

pesquisa forneca resultados confiaveis;

AGRADECEMOS IMENSAMENTE SUA COLABORACAO E
DISPONIBILIDADE, E ESTAMOS A DISPOSICAO PARA
QUAISQUER ESCLARECIMENTOS.

. Durante cada fase utilize o quadro abaixo para facilitar seu
entendimento em relagdo ao ciclo e se certificar dos procedimentos ja
realizados. Na coluna correspondente ao dia de ciclo, marque com um “X”
na linha do procedimento ja realizado e a hora em que iniciou o
procedimento, apenas para se orientar. Para ficar mais claro seu

entendimento, ha um esquema do ciclo erosivo a ser seguido para cada dia.
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X2 Fase (XX/XX/2017 a XX/XX/2017)

Procedimentos

1°dia

2°dia

3°dia

40 dia

5% dia

2h

v'Utilizacdo do dispositivo intra-oral:

v" Imersdo no acido citrico:

5 min

30 min

v’ Utilizacéo do dispositivo intra-oral:

v Escovagdo:
15 seg escova ativada
2 min dentifricio na amostra

v Imersdo na solugdo teste: 1 min

30 min

v’ Utilizacdo do dispositivo intra-oral:

v" Imerséo no acido citrico:

5 min

1h

v’ Utilizacéo do dispositivo intra-oral:

v" Imerséo no acido citrico:

5 min

1h

v’ Utilizacdo do dispositivo intra-oral:

v" Imersédo no acido citrico:

5 min

30 min

v’ Utilizacdo do dispositivo intra-oral:

v Escovagdo:
15 seg escova ativada
2 min dentifricio na amostra

v Imersdo na solugdo teste: 1 min

30 min

v’ Utilizacédo do dispositivo intra-oral:

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B — Aleatorizacio das amostras e voluntarios para cada tratamento

da Etapa in situ

As amostras foram aleatorizadas em 15 colunas representando cada
voluntério do estudo. Cada voluntario ficou com 12 amostras para dividir em 3

fases do estudo (Quadro 2).

Quadro 2 - Aleatorizacdo das amostras por voluntario

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
173 | 35 | 157 | 21 | 90 | 135|199 | 94 | 34 | 54 | 114 | 195 | 44 | 81 | 167
52 | 64 | 66 | 57 | 82 | 73 | 111|161 | 130 | 151 | 101 | 149 | 59 | 107 | 84
184 | 146 | 62 | 153 | 123 | 186 | 37 | 125 | 147 | 36 | 53 | 171 | 194 | 185 | 31

3 |169| 87 | 176 | 68 | 182|121 | 55 | 197 | 1 48 | 129 | 103 | 198 | 29
124 | 10 | 69 | 202 | 20 | 99 | 67 2 95 | 141|139 | 134 | 42 | 17 | 50
71 | 117 1132 1100 | 25 | 70 | 51 | 24 | 96 | 75 | 203 | 30 | 181 | 104 | 12
131 | 60 | 174 | 15 74 | 138 | 16 | 175 | 156 6 170 | 102 | 191 | 78 | 160
172 | 168 | 56 | 192 | 89 | 47 | 140 | 150 | 137 | 145 | 180 | 39 | 85 | 183 | 91
201 | 118 | 14 | 179 | 93 | 152 | 113 | 166 | 108 | 200 | 142 | 112 | 177 | 144 | 77
164 | 49 | 165|190 | 13 | 63 4 |105| 133|109 | 162 | 92 | 187 | 155 | 23
159 | 76 | 119|193 | 7 11 | 41 | 22 | 58 | 79 | 32 | 27 | 120 | 26 | 127
83 | 18 | 43 | 61 | 158 | 65 | 106 | 97 5 80 | 19 | 163 | 28 | 72 | 40
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os nomes dos voluntarios foram organizados em ordem alfabética e
consequentemente em ordem numérica. Em seguida os numeros foram

aleatorizados (Quadro 3).

Quadro 3 - Aleatorizacdo dos voluntarios

o 12|31 ]6]|3]2]11]10]14]4]5]15]8]7]
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apds a aleatorizacdo dos voluntérios, foi feita a aleatorizacdo dos
tratamentos, para estabelecer o tratamento correspondente para cada fase de cada

voluntario (Quadro 4).

Quadro 4 - Aleatorizagao dos tratamentos

9 |12 |18 ] 1 6 3 2 |11 |10 ] 14 ] 4 5 |15 ] 8 7
3 3 2 1 2 1 1 2 1 2 1 1 3 3 2
2 1 3 3 1 2 3 3 2 3 2 3 1 2 1
1 2 1 2 3 3 2 1 3 1 3 2 2 1 3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Por fim, foi feita a aleatorizacdo das amostras individualmente de cada
voluntario depois que o tratamento ja tenha sido estabelecido em cada fase
(Quadro 5).

Sendo assim foi feita a aleatorizacdo de quais amostras seriam escovadas
(abrasdo) ou ndo, e foram identificadas por um asterisco (*) as amostras que
seriam escovadas.

Para todos os dispositivos, as amostras foram inseridas respeitando a
aleatorizacdo, alem de serem inseridas em uma ordem numerica de menor para
maior da regido do incisivo para 0 molar respectivamente, apenas para uma

orientacdo caso alguma amostras fosse perdida.



Quadro 5 - Aleatorizagao dos tratamentos com amostras

131

voluntarios 9 12 13 1 6
34 195* 44 173* 135
12 Fase trat  130* | trat 149 | trat 59* | trat 52 | trat 73*
3 147 301712 2 194% | 1 184 2 186*
197* 129 103 3* 182
95 134 42 124* 99*
2 Ease trat  96* | trat 30* | trat 181* | trat 71 | trat 70*
2 156 1 102 | 3 191* | 3 131 1 138
137* 39 85 172* 47
108 112 177 201* 152
32 Fase trat  133* | trat 92 | trat 187* | trat 164 | trat 63*
1 58* 2 27* 1 120 | 2 159* | 3 11*
5 163* 28 83 65
voluntarios 3 2 11 10 14
157* 35 114* 54 81
12 Fase trat  66* | trat 64* | trat 101* | trat 151 | trat 107*
1 62 1 146* | 2 53 1 36* 2 185*
87 169 48 1* 198
69 10* 139 141* 17*
22 Ease trat  132* | trat 117* | trat 203* | trat 75* | trat 104
2 174 3 60 3 170 2 6 3 78
56* 168 180* 145 183*
14* 118 142* 200* 144
FFase |00 165 | 0 age | MEL gepe | MEL g0gx | MA 155k
119* 76* 32 79 26
voluntarios 4 5 15 8 7
21 90 167 94 199
12 Fase trat  57* | trat 82 | trat 84* | trat 161* | trat 111*
1 153 1 123 | 3 31* 3 125 2 37*
176* 68* 29 55* 121
202* 20 50 2 67*
2 Ease trat 100 | trat 25* | trat 12* | trat 24 | trat 51
2 15 3 74 1 160 | 2 175% | 1 16*
192* 89* 91 150* 140
179* 93* 7* 166 113
3% Fase trat  190* | trat  13* | trat 23* | trat 105* | trat 4
3 193 2 7 2 127 1 22* 3 41*
61 158 40 97 106*

Legenda: O tratamento 1 correspondeu a agua deionizada (controle), o tratamento 2 foi a associacdo
NaF+Sn e o tratamento 3 a associa¢do NaF+Sn+Carb.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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ANEXO A — Parecer substanciado do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEPh)

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

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo in situ do efeito protetor do filor associado ao polimero bicadesive Carbopol
no desenvolvimento da eros3o dental.

Pesquisador: Alessandra Buhler Borges

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 48512915.1.0000.0077

Instituig3o Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de 530 José dos Campos - UNESP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.282.774

Apresentagao do Projeto:

0 ocbjetivo deste estudo & avaliar o efeitc anti-erosive de solugdes contendo fluoreto de sddio - controle
positive (200 ppm F), fluoreto de sadio +

Carbopol 080 e da aua deionizada — controle negativo, utilizande um modelo in situ em 3 fases. Doze
voluntarios participarao deste estudo apos

assinarem um termo de consentimento livre e esclarecido. Em cada fase, os voluntarios usarSo um
dispositive mandibular contendo § espécimes de

esmalte bovino, os quais serdo submetidos & um ciclo de ercs3o e remineralizagio por 5 dias, que consistira
na imers3o extra oral dos dispositivos

mandibulares em &cido citrico 0,3% (pH 2.6) por 2 min, Gx/'dia, com intervalos de 1 h de exposicio a saliva,
in situ, entre os desafios. O tratamento

com as solugdes teste serd realizado extra oralmente, 2w/dia, por 1 min, 30 min apds o primeiro & o Giimo
desafio erosivo. Apos o segundo desafio

acido, pos tratamento, duas amostras de cada dispositive mandibular serSo removidas para analise de
microdureza Knoop. Ao final do experimento,

a perda superficial (em pm) dos espécimes restantes sera avaliada por perfilometria. Os dados de perda de
superficie dos espécimes de cada
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Conimuegio do Famecer: 1252774

voluntirio, em cada fase, serdo submetidos a analise estatistica apropriada.

Objetiva da Pesquisa:

A proposta do presente estudo & avaliar a influéncia do polimero bicadesivo Carbopol D20 no efeito
remineralizante & protetor de uma solugdo

fluoretada sobre o desenvolvimento da eros3o dental.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os voluntarios poderdo sentir um leve desconforto pelo uso do aparelho removivel, gue sera minimizado
com o ajuste criterioso do dispositivo. Como

os desafios erosivos e o fratamento serdo realizades fora da boca, ndo se preve nenhum risco ao paciente.
Beneficios:

s resultados desta pesquisa confribuirdo para um maior conhecimento scbre o tema abordade no meic
cientifico. Clinicamente, pacientes com

predisposigio & emosdo dental ou com sinais clinicos de erosSo poderdo ser beneficiados com os avangos
das pesquisas nesta area.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

nada a declarar

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

adequados

Recomendagies:

QUANTO A SELE!;;"-AD DE VOLUNTARIOS: DEVES TROCAR A PALAVRA ALEATORIO E INSERIR A
PALAVRA " SELEI;.IE.G POR CRITERIO", POIS QUANDO FALAS QUE IRA UTILIZAR INCLUSAD E
EXCLUSAD, ESTAS USANDO UM CRITERID PARA ESCOLHA E MAD O "ALEATORIO"
Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

As comegdes forma feitas de forma satisfatoria

Consideragoes Finais a critério do CEP:

REGDMENDA!;'E)EE: QUANTO A SELE'QS.'D DE VOLUNTARIOS: DEVES TROCAR A PALAVRA
ALEATORIO E INSERIR A PALAVRA " EELE!;J“.LG POR GHI'I'ERIO', POIS QUANDO FALAS QUE IRA
UTILIZAR INCLUSAO E EKCLUSED, ESTAS USANDO UM CRITERIO PARA ESCOLHA E NAD O
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INSTITUTO DE CIENCIAE

o PlatoFormo
TECNOLOGIA CAMPUS S5A0 arsi
JOSE DOS CAMPOS - UNESP
Connuagio do Fanscer: 1252774
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Docunmerto Arquivo Postagem Auttor Situagio
Informagies Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO P | 16082015 Aceito
do Projeto ROJETO 564848, pdf 20:23:05
Cronograma Cronograma_pdf 18/08/2015 |Alessandra Buhler Aceito
20:09:32 |Borges

Projeto Detalhado ! | Projeto.pdf 16/08/2015 |Alessandra Buhler Aceito

Brochura 20:06:34 |Borges

Investigador

TCLE! Termos de | TCLE pdf 16/082015 |Alessandra Buhler Aceifo

Assentimento / 20:04:33 |Borges

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folha de rosio.pdf 10/D8/2015 Aceito
10:33:4

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

MEo

SAD JOSE DOS CAMPOS, 15 de Outubro de 2015

Assinado por:
Denise Micodemo
[Coordenador)
Endersgo: Av.Eng® Francisco Jose Longo 777
Balrma: Jardim S30 Dimas CEP: 12245000
UF: 5P Municipio: SA0 JOSE DOS CAMPOS
Talsfone: (12)3947-0078 Fax: (12]3847-9010 E-mall: cephi@fosjc.unasp.or
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ANEXO B - Termo de consentimento livre e esclarecido do estudo in vitro

Caro(a) Senhor(a)

Eu, Alessandra Buhler Borges, Professora Assistente Doutora do Departamento de
Odontologia Restauradora da UNESP - Campus de S&o Jose dos Campos - Faculdade de
Odontologia, a Av. Eng.° Francisco José Longo, 777 — Séo José dos Campos - SP, telefone para
contato n® 012-3947-9051, vou coordenar a pesquisa: “Avaliacédo do efeito protetor de fluoretos

associados ao polimero bioadesivo Carbopol no desgaste erosivo”™.

O objetivo desse trabalho serd comparar diferentes solucBes fluoretadas usadas para
bochecho, com a finalidade de prevenir o desgaste erosivo dental. A simulacdo da pelicula
adquirida em estudos laboratoriais eleva o estudo para uma aproximacao das condicdes clinicas,
com relacdo a erosdo do esmalte dental. A realizacdo do presente estudo envolve o uso de saliva
humana para simulacdo da condi¢cdo bucal em estudos laboratoriais. Serdo coletados cerca de
50 ml de saliva, em tubos plasticos estéreis, no periodo da manhd, 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 consideracdo ou duvida 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. Eng° Francisco José Longo, 777 — CEP 12245000, em Séo José dos Campos-
SP, fone 012-3947-9006, e comunique-se com Carlos Guedes. Informo que serd garantida a
liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e assim deixar de participar do
estudo. Também ndo havera custo nem pagamento pela Colaboracéo.

Eu, , RG n° declaro

ter sido devidamente esclarecido(a) a respeito das informacgdes que leram para mim,

descrevendo o estudo a ser realizado e concordo em participar sabendo quais 0s propésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos permanentes, e que minha participacdo ndo implicard em nenhuma despesa.
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Concordo em participar voluntariamente deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer 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 voluntario:

Idade: anos R.G.

Assinatura do paciente Assinatura do Pesquisador
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ANEXO C - Termo de consentimento livre e esclarecido do estudo in situ

Vocé esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa: “Avaliacdo in situ do
efeito protetor do flior associado ao polimero bioadesivo Carbopol no desenvolvimento
da erosdo dental.”, que possui como pesquisador responsavel a Prof* Dr* Alessandra
Buhler Borges, do Departamento de Dentistica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Sdo José dos Campos. Antes de concordar em participar desse estudo, é importante que
vocé leia com atengdo esse formulario. Ele descreve os objetivos, procedimentos,
beneficios, riscos e desconfortos do estudo. As informacdes contidas neste formulério
tém objetivo de firmar acordo escrito mediante o qual vocé -o voluntario- autoriza a sua
participacdo na pesquisa, com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos a que

se submetera, com capacidade de livre-arbitrio e sem qualquer coacéo.

Contexto e objetivos da pesquisa

A erosdo dental é a perda gradual dos tecidos duros dos dentes (esmalte e
dentina) causada por acdo de acidos, que comumente estdo presentes na dieta, como nos
refrigerantes e nos sucos de frutas citricas. As lesdes de erosdo podem ser reproduzidas
no laboratério em fragmentos de dentes. Esses fragmentos podem entdo ser fixados em
dispositivos que serdo utilizados na boca de voluntarios, a fim de nos ajudar a testar
produtos para combater esse processo.

Nesse estudo, iremos testar 3 solugdes contendo diferentes substancias com o

objetivo de prevenir a eroséo.

Justificativa
Hé& a necessidade de se buscar substancias efetivas para a prevencéo e o controle
da erosdo dental. Este estudo testara diferentes substancias em um modelo que simula a

situacdo clinica com mais fidelidade.

Procedimentos
Os voluntéarios selecionados terdo a sua arcada dental superior moldada para a
confeccdo de um aparelho removivel palatal em resina acrilica. Cada dispositivo contera

4 fragmentos de esmalte bovino esterilizados. Dois dias antes do inicio do experimento e
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durante todo o experimento, o voluntario da pesquisa, devera utilizar exclusivamente a
escova de dente, o creme dental com fltor e o fio dental fornecidos pela pesquisadora.

O experimento total ird4 durar 35 dias: 2 dias iniciais de preparagdo e 3 fases
experimentais de 5 dias de utilizacdo do dispositivo palatal. Entre as fases experimentais
havera periodos de descanso de 7 dias, nos quais o voluntario da pesquisa, ndo utilizara o
aparelho intra oral. Na prética, vocé utilizara o dispositivo durante 15 dias.

Durante as semanas de uso do dispositivo, 0s espécimes serdo submetidos a
simulacdo de erosdo e ao tratamento com as solucdes teste.

Para a erosdo: o voluntario da pesquisa, ira adaptar o aparelho em boca pela
manhd (aproximadamente 8h + 30min) e ap6s 02 horas, vocé ird imergir o aparelho nos
frascos fornecidos pela pesquisadora contendo acido citrico 1% (pH 2,3) por 5 minutos,
4 vezes ao dia, em intervalos de 1h, durante os dias e horarios pré-determinados. Apos a
imersao, o aparelho sera seco cuidadosamente em papel absorvente e reinserido na boca,
até a proxima imersdo. Cada imersdo devera ser feita em um novo &cido, podendo o
anterior ser descartado. 30 minutos ap6s o primeiro desafio acido e 30 minutos apos o
ultimo desafio de cada dia, o voluntario devera realizar a escovacdo com a escova elétrica,
fora da boca, nos espécimes de apenas um lado, escolhido por aleatorizacdo, por 15 s com
a escova eletrica ativa, utilizando o dentifricio fornecido pelo pesquisador, e o dentifricio
permanecera nos espécimes por 2 min, em seguida sera lavado com agua da torneira até
a completa remocdo do dentifricio, apds a escovacdo o dispositivo serd imerso nas
solucdes teste, também fornecida pela pesquisadora por 1 min.

Ao final de cada fase experimental (nas sextas-feiras, em horarios pré-
combinados com os pesquisadores), o voluntario devera comparecer no ICT para a
entrega dos aparelhos. Passado 7 dias do periodo de descanso (nas sextas-feiras, em
horérios pré-combinados), o voluntario deve comparecer novamente ao ICT para a
retirada do dispositivo contendo novos espécimes, e das solucdes teste, para serem

utilizadas na etapa seguinte do experimento, que tera inicio na segunda-feira.

Riscos e Desconforto

Os voluntarios poderdo sentir um leve desconforto pelo uso do aparelho
removivel, que serd minimizado com o ajuste criterioso do dispositivo. Como os desafios
erosivos e o tratamento serdo realizados fora da boca, ndo se prevé nenhum risco ao
paciente.

Beneficios
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Os resultados desta pesquisa contribuirdo para um maior conhecimento sobre o
tema abordado no meio cientifico. Clinicamente, pacientes com predisposi¢do a erosao
dental ou com sinais clinicos de erosdo poderdo ser beneficiados com os avancos das

pesquisas nesta area.

Forma de acompanhamento e assisténcia
Todos os procedimentos serdo acompanhados pelas pesquisadoras. Além disso,
as mesmas oferecerdo toda a assisténcia necessaria durante a pesquisa, se o voluntario

tiver qualquer problema com o uso do dispositivo intra oral.

Garantia de Sigilo da identidade do sujeito da pesquisa:

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padr@es profissionais de sigilo.
As informacdes fornecidas e o material que indique a sua participacao serdo confidenciais
e de conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Nada sera liberado sem a sua
permissdo. VVocé nao seré identificado(a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste
estudo. Uma coOpia deste consentimento informado sera arquivada no Curso de Dentistica
do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S&o José dos Campos e outra serd fornecida a

VOCE.

Garantia de esclarecimentos, Liberdade de Recusa

Vocé seré esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. A
sua participacdo é voluntaria e vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu
consentimento ou interromper a participacdo a qualquer momento, sem nenhuma

penalidade e sem prejuizos.

Custos da Participagdo, Ressarcimento ou indenizagao

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel
nenhuma compensacao financeira adicional. N&o ha indenizacéo prevista, pois a presente
pesquisa ndo oferece qualquer dano ao individuo.

Qualquer duvida ou problema relativo a pesquisa deve ser comunicado com a
maior brevidade possivel a Daniele Avila através do telefone (12) 9-8154-0908 (Tim) ou
pelo email daniele.avila@fosjc.unesp.br

Se houver duvidas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comité de

Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPh) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
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Sdo José dos Campos (Av. Eng® Francisco José Longo, 777 — CEP 12245-000 S&o José
dos Campos — SP, telefone 012-3947-9048), e comunique-se com a Coordenadora Jante
Dias Almeida.

Apos ter sido informado e ter minhas duvidas suficientemente esclarecidas pela
pesquisadora, declaro que concordo em participar de forma voluntaria desta pesquisa.
Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Local e Data

Nome do Participante Assinatura RG ou CPF

Pesquisadora Responsavel Assinatura CRO/SP



