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Wrzesinski TPP. Efeito antierosivo de solucdes fluoretadas associadas ao
copolimero Aminometacrilato: estudo in situ randomizado cruzado [disserta¢c&o]. S&o
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia
e Tecnologia; 2022.

RESUMO

Como continuidade ao processo de entendimento e caracterizacdo do mecanismo
de acdo preventivo, o objetivo deste trabalho foi mensurar o efeito antierosivo da
associacdo de solugbes na presenca da pelicula adquirida sobre o esmalte e a
dentina, frente a desafios erosivos, por meio de um estudo randomizado cruzado de
modelo in situ. Para tal, no periodo da manhd doze voluntarios previamente
selecionados instalaram um dispositivo intraoral contendo seis espécimes de dentes
bovinos (trés em esmalte e trés em dentina) e aguardaram 5 min para formacao da
pelicula adquirida inicial. Apds, realizaram o bochecho com uma das solugcdes a
serem testadas (1 min), e permaneceram por 30 min sem se alimentar utilizando o
dispositivo palatal, para permitir a maturacédo da pelicula adquirida. Em seguida, os
espécimes foram submetidos ao desafio com acido cloridrico 0,01M, pH 2,3 por 3
min extraoralmente. Esses passos foram repetidos, para implementar uma ciclagem
erosiva, com seis aplicacbes das solucbes de tratamento, sendo: Agua ultrapura
(controle negativo); F; S; AMC; F associado ao S; AMC associado ao F; AMC
associado ao F e S. Cada solucdo foi testada em uma fase com 0s mesmos
voluntarios, com um intervalo de dois dias de washout. Apés o termino da ciclagem,
0s espécimes foram removidos do dispositivo, sendo quatro (dois de esmalte e dois
de dentina) separados para a andlise da microbiopsia de esmalte e dentina para
posterior leitura da concentracdo de calcio e fésforo no acido coletado por método
colorimétrico em espectrofotdmetro que posteriormente foram convertidos em
valores de perda erosiva em micrometro (um). Adicionalmente os espécimes de
esmalte também foram submetidos a andlise da microdureza superficial para o
calculo do percentual de reducdo da microdureza (Y%oKHNred). Os dois espécimes
restantes (um de esmalte e um de dentina) foram armazenados para leitura adicional
da concentracdo de fluor solivel em KOH (upg/cm?). Os dados obtidos foram
submetidos a andlise estatistca ANOVA de medidas repetidas (Rm-ANOVA) e
Tukey (5%). Para o substrato de esmalte os valores de perda erosiva calculada
foram: C (8,463 + 0,73A, S (8,612 + 0,122, AMC (7,763 + 0,93)"8, F (7,153 + 0,738,
FS (7,823 £ 0,12)"8, AMC+F (5,983 + 0,1%)¢, AMC+FS (6,863 + 0,18, Para o
substrato de dentina os valores de perda erosiva calculada foram: C (11,22 + 0,734,
S (11,23 + 0,1*, AMC (9,862 + 0,838, F (9,492 + 0,538, FS (9,702 £ 0,83)8,
AMC+F (6,99 + 0,12)¢, AMC+FS (8,132 + 0,1%)°. Quanto ao percentual de reducédo
de microdureza frente a erosdo em esmalte medido por microdureza, os grupos
contendo polimero e solucdes fluoretadas (AMC+F e AMC+FS) apresentaram
melhor desempenho. Os grupos F, FS e AMC apresentaram potencial protetor
intermediario e significantemente maior que o controle negativo. Os dados de
concentracdo de fluor solivel em KOH para o esmalte foram: C =S = AMC < F <
AMC+F < AMC+FS < FS e em dentina foram: C = S = AMC < F = AMC+F =
AMC+FS < FS. Conclui-se que ndo houve diferenca na concentracdo de flior soluvel
em KOH em esmalte e dentina entre os grupos que ndo continham flior e o grupo



FS exibiu maior concentracdo de fldor adsorvido na superficie. O biopolimero
Aminometacrilato foi capaz de aumentar o efeito protetor de soluc¢des fluoretadas na
presenca da pelicula adquirida em esmalte e dentina, sendo um promissor agente a
ser incorporado a solugdes para controle do desgaste dental erosivo.

Palavras-chave: Erosdo dental; Esmalte dental; Polimeros; Fluoreto de sodio.



Wrzesinski TPP. Anti-erosive effect of fluoride solutions associated with
Aminomethacrylate copolymer: a randomized crossover in situ study [dissertation].
Séo José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2022.

ABSTRACT

In order to understand and characterize the preventive mechanism of action. The
objective of this work was to measure the effect of the association of solutions in the
anti-erosion potential of the acquired pellicle over enamel and dentin, in the face of
erosive challenges, using a randomized cross-over in situ study. For this, twelve
previously selected volunteers installed an intraoral device containing six specimens
of bovine teeth (three in enamel and three in dentin) and waited 5 minutes for the
formation of the initial acquired pellicle. Afterwards, they rinsed the mouth with one of
the solutions to be tested (1 minute), and remained for 30 minutes without eating
using the palatal device, to allow the maturation of the acquired pellicle. Then, the
specimens were subjected to the erosive challenge with 0.03% hydrochloric acid, pH
2.3 for 3 minutes extra-orally. These steps were repeated, implementing an erosive
cycle, with six applications of the treatment solutions, being: Ultrapure water
(negative control); F; S; AMC; FS; AMC associated with F; AMC associated with FS.
Each solution was tested in a phase with the same volunteers, with a two-day
washout interval. After the end of cycling, the specimens were removed from the
device, four (two enamel and two dentin) separated for analysis microbiopsy of
enamel and dentin for later reading of the concentration of calcium and phosphorus
in the acid collected by method colorimetric in spectrophotometer which were later
converted into erosive loss values in micrometer (um). The enamel specimens were
also subjected to analysis of surface microhardness in enamel to calculate the
percentage of microhardness reduction (%KHNred). The two remaining specimens
(one enamel and one dentin) were stored for further reading of the concentration of
KOH-soluble fluoride (pg/cm?2). The data obtained were submitted to statistical
analysis ANOVA of repeated measures (Rm-ANOVA) and Tukey (5%). The analysis
of calculated erosive loss for the enamel substrate was: C (8,463 + 0,7-3)A, S (8,612 £
0,12)A, AMC (7,763 + 0,9-3)8, F (7,152 + 0,7-3)B, FS (7,823 + 0,1-2AB, AMC+F (5,983
+ 0,19)C, AMC+FS (6,867 £+ 0,1-2)BC. For the dentin substrate, the calculated erosive
loss values were: C (11,23 £ 0,73)A, S (11,2 + 0,1-9)A, AMC (9,86 + 0,8-%)B, F (9,573
+ 0,538, FS (9,73 £ 0,8°)B, AMC+F (7,03 + 0,1-)¢, AMC+FS (8,132 £+ 0,1-9)P. As for
the percentage of KHN reduction against enamel erosion measured by
microhardness, the groups containing polymer and fluoridated solutions (AMC+F and
AMC+FS) performed better. The F, FS, and AMC groups showed intermediate and
significantly greater protective potential than the negative control. The KOH-soluble
fluoride concentration values for the enamel were: C = S = AMC < F < AMC+F <
AMC+FS < FS and in dentin were: C =S = AMC < F = AMC+F = AMC+FS < FS. ltis
concluded that there was no difference in the concentration of KOH-soluble fluoride
in enamel and dentin between the groups that did not contain fluoride and the FS
group exhibited a higher concentration of fluoride adsorbed on the surface. The
Aminomethacrylate increased the protective effect of fluoride solutions in the
presence of acquired pellicle on enamel and dentin, being a promising agent to be



incorporated into solutions to control erosive dental wear.

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

O desgaste dental erosivo € definido como um processo quimico-mecanico
gue resulta em perda cumulativa de tecido dental duro, ndo causado por bactérias.
Sua etiologia € multifatorial, o que torna complexo o estudo dessa condi¢do, mas
tem como causa principal a exposicéo frequente a substancias erosivas de origem
intrinseca ou extrinseca no meio bucal (Carvalho et al., 2015; Schlueter et al., 2020).

Além disso, diversos fatores quando inter-relacionados podem modular o
processo. Dentre eles, temos os fatores biologicos, relacionados ao fluxo e
capacidade de tamponamento da saliva, a presenca e composicdo da pelicula
adquirida, a frequéncia de episodios de vomitos e refluxo gastresofagico, a anatomia
e estrutura dos dentes, bem como o contato dos tecidos moles com os dentes.
Quanto aos fatores quimicos, pode-se citar o tipo do acido (pk), a adesdo a estrutura
dental, a concentracéo de fluor, fosfato e célcio disponiveis, o pH e capacidade de
tamponamento da solucéo ingerida. Outros fatores que também podem interferir no
processo sdo 0s comportamentais, sendo eles habitos alimentares, habitos de
higiene, padrdo de ingestdo de bebidas ou medicamentos &cidos, consumo de
drogas ilicitas, ocupacgdo, conhecimento da doenca e condi¢cdo socioecondmica
(Amaechi, Higham, 2005; Carvalho et al., 2015; Jarvinen et al., 1991; Lussi, Hellwig,
2014).

Sabe-se que o inicio da erosdo dental ocorre através de um processo
chamado amolecimento (softening), que envolve a perda parcial do contetudo
mineral superficial do esmalte, levando ao aumento da rugosidade e a diminuicao
da dureza (Attin et al., 1997; Lussi et al., 2011). Com a continuidade da exposicao
ao acido, a superficie do esmalte € perdida camada a camada, sendo que a acao
do acido na superficie do esmalte torna sua aparéncia acetinada ou opaca
(Carvalho et al., 2015; Lussi et al., 2011). Com a progressao do processo pode
haver a total perda do esmalte, com exposi¢cao da dentina, o que tende a resultar
em dor, comprometimento pulpar, perda de funcdo e estética (Ganss et al., 2005),
podendo causar implicacdes na qualidade de vida dos que sofrem dessa condi¢cao
(Mehta et al., 2020).
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Portanto, considerando sua natureza irreversivel, o diagnéstico precoce e a
adocédo de medidas preventivas que possam controlar sua progresséao, se revelam
de grande importancia, uma vez que tem sido observado um aumento da frequéncia
de individuos acometidos pelo problema. Uma revisdo sistematica demonstrou que
a prevaléncia de desgaste erosivo em dentes permanentes de criancas e
adolescentes é de 30,4% (Salas et al.,, 2015), o que pode estar relacionado ao
consumo crescente de bebidas e alimentos &cidos nas Ultimas décadas,
especialmente pela populacdo jovem (Bartlett et al.,, 2013; Jaeggi, Lussi, 2014).
Outro estudo recente, estimou a prevaléncia global de desgaste dental erosivo entre
20-45% em dentes permanentes, podendo apresentar envolvimento da dentina em
até 45% dos casos (Schlueter, Luka, 2018). Esse dado €& preocupante,
considerando que o desgaste tende a se acentuar com o passar do tempo e grande
parte desses estudos sao realizados com criancas e adultos jovens, que precisam
manter a sua denticdo com funcao durante toda a vida.

Frente a isso diversas estratégias tém sido adotadas, incluindo a aplicacédo
regular de produtos contendo fluoretos (Lussi, Carvalho, 2015; Magalhdes et al.,
2009). Uma vez que fluoretos ja sdo regularmente utilizados no cotidiano dos
individuos devido a sua comprovada eficacia anticariogénica, seu uso para o
controle do processo erosivo seria conveniente.

Compostos monovalentes como o fluoreto de sédio (NaF) e o fluoreto de
amina (AmF) podem levar a formacéo de precipitados semelhantes ao fluoreto de
calcio (CaF2), que atuam como uma camada de sacrificio a ser dissolvida durante o
desafio erosivo, evitando temporariamente a dissolucdo do tecido dentario
subjacente e liberando ions calcio e flior para o meio, retardando assim o processo
de desmineralizacdo (Huysmans et al., 2014; Magalhaes et al., 2009). No entanto, a
eficacia destes compostos em inibir o processo erosivo se mostrou limitada, devido
a deposicdo de CaF2 depender da concentracdo, do tempo e da frequéncia de
aplicacao do agente fluoretado, bem como de um baixo pH da solu¢do (Huysmans
et al., 2014; Magalhaes et al., 2011; Petzold, 2001). Além disso, sabe-se que esses
sais sao soluveis em meio acido (Ganss et al., 2008; Schlueter et al., 2016) sendo,
portanto, menos estaveis sob condi¢cdes mais erosivas (Schlueter et al., 2016).
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Diante disso, o emprego de compostos polivalentes de cations metalicos,
como o fluoreto de estanho (SnF2) e o tetrafluoreto de titanio (TiF4), bem como a
associacdo de compostos fluoretados ao cloreto de estanho (SnCl2), vém
demonstrando uma protecdo superior contra o desgaste erosivo. Formulacdes
contendo a combinacédo de fllor e estanho tém apresentado maior evidéncia, devido
a formacdo de uma camada superficial rica em Sn sobre a superficie dental, que
demonstrou ser mais acido-resistente (Ganss et al., 2010a, 2010b; Scaramucci et
al., 2015; Schlueter et al., 2009). No entanto, exibem limitacdes relacionadas a
sensacao de ardéncia na mucosa e potencial de manchamento dental (Addy, 2008;
Frese et al., 2019; Salzer et al., 2015).

Com o objetivo de aumentar a substantividade dos ativos presentes em
formulacbes farmacéuticas, a industria tem utilizado polimeros bioadesivos como
Sistema de Liberacdo de Farmaco ou Drug Delivery System. Esse sistema de
administracdo foi desenvolvido para prolongar o tempo de liberacdo do farmaco no
organismo, sustentando sua concentracao plasmatica e sendo capaz de transportar
um composto farmacéutico pelo corpo durante determinado tempo até que atinja seu
local de devida absorcédo (Lenaerts, Robert, 1989; Villanova et al., 2010; Zaman et
al., 2010).

Esses compostos séo capazes de se ligar a substratos biol6gicos através de
mecanismos complexos. Dentre as teorias propostas, pode-se citar a atracao
eletrostatica entre a superficie do polimero e o substrato biol6gico, devido a
diferenca em suas cargas ionicas; a capacidade bioadesiva resultante do contato
intimo entre o polimero o substrato biolégico; a capacidade de interacdo entre o
polimero e o substrato biolégico por ligacdes covalentes, bem como interacdes
quimicas secundarias como forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e
interac&o hidrofoba (Lenaerts, Robert, 1989).

Aléem disso, a bioadesdo pode ser modulada para ocorrer em sitios
especificos, diminuindo a toxicidade e aumentando a efetividade terapéutica
(Lenaerts, Robert, 1989; Villanova et al., 2010). Isto nos leva a crer que 0s polimeros
bioadesivos podem exibir efeito protetor no esmalte e dentina contra a dissolugao
acida, provavelmente devido a sua interacdo com a superficie da hidroxiapatita,

formando um filme capaz de reduzir a troca idnica entre a solucdo acida e o
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substrato dental (Barbour et al., 2005; Beyer et al., 2012). Ainda, podem ser capazes
de potencializar o efeito protetor de compostos fluoretados (Avila et al., 2017; Ganss
et al., 2012; Moretto et al., 2010; White et al., 2011).

Diversos polimeros bioadesivos tém sido testados como ingredientes ativos
em enxaguantes bucais e dentifricios (Ganss et al., 2012; Manarelli et al., 2011) e
também como aditivos em bebidas acidas (Barbour et al., 2005; Beyer et al., 2012,
2010; Hemingway et al., 2010; Hooper et al., 2007; Scaramucci et al., 2011). Dentre
0s polimeros testados, os a base de metacrilato tém mostrado efeito promissor.
Esses polimeros sintéticos possuem diferentes polaridades e sdo derivados de
dimetilaminoetilmetacrilatos, &cido metacrilico e ésteres do acido metacrilico, em
varias proporcdes (Severino et al., 2011). Sua capacidade de formacao de um filme
ultrafino sobre as superficies dentais foi observada previamente (Augusto et al.,
2020; Nielsen et al., 2011). Acredita-se que esse revestimento polimérico ou
deposicdo de um precipitado insoluvel de polimetacrilato leva a formacdo de uma
camada de protec&o sobre o esmalte contra a erosao (Baig et al., 2004). No entanto,
o efeito protetor contra desafios acidos parece ser dependente de sua estrutura
quimica, uma vez que o tamanho da cadeias ramificadas esta relacionado a
afinidade pela hidroxiapatita, provavelmente devido a funcionalidade do éster polar,
que através da forca intermolecular dipolo-dipolo é capaz de se ligar a hidroxiapatita
(Nielsen et al., 2011).

Polimeros com propriedades quimicas distintas tem sido investigados com
obtencdo de diferentes graus de resposta quanto ao seu potencial antierosivo
(Augusto et al., 2020; Avila et al., 2020b, 2017). Dentre eles, o polimero aniénico
Carbopol 980 foi capaz de melhorar o potencial protetor de solu¢des fluoretadas in
vitro (Avila et al., 2020a), porém, este efeito ndo foi significante quando se
considerou sua associacdo ao cloreto de estanho em um modelo in situ,
considerando-se a acdo da saliva e pelicula adquirida (Avila et al., 2020b). Como
alternativa, o copolimero Aminometacrilato foi investigado em associacdo aos
agentes fluoretados e mostrou potencial protetor mais evidente, capaz de se
adsorver a hidroxiapatita, modificando seu potencial zeta, além de reduzir a
dissolugéo da hidroxiapatita frente a desafios acidos in vitro (Augusto et al., 2020).

Ainda, demonstrou excelente capacidade de reduzir o desgaste erosivo do esmalte
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quando adicionado a solugdes fluoretadas simulando enxaguatorios bucais (Augusto
et al., 2021), com valores de perda inferiores aos grupos controle fluoretados.
Devido a estes resultados favoraveis, foi solicitado o depdsito da patente junto ao
INPl em 2019 (BR 10 2019 001958 1).

O Aminometacrilato € um copolimero do polimetacrilato utilizado para
liberacdo de farmacos nas condigcbes do pH estomacal (menor que 5), sendo
portanto, sollvel nessas condi¢cdes (Evonik, 2015a, 2015b) e utilizado como
revestimento de farmacos, o que sugere seu promissor potencial de formacao de
uma barreira protetora sobre os dentes diante das variacbes do pH bucal. Sua
estrutura é baseada no dimetilaminoetil metacrilato, butil metacrilato e metil
metacrilato na proporgéo 2:1:1 (Evonik, 2015b).

Por se mostrar altamente promissor em testes in vitro, torna-se importante
estender o conhecimento, por meio de estudos que envolvam o aminometacrilato
sob um contexto clinicamente relevante, em que a acdo da saliva ocorre em
condicdes reais, considerando-se o fluxo salivar, capacidade de limpeza, contetdo
mineral, formacéo da pelicula adquirida, bem como a retencdo dos agentes ativos
nos tecidos moles (Creeth et al., 2013; Meurman, Frank, 1991).

A pelicula salivar € um filme orgéanico livre de bactérias, que cobre tecidos
orais. E composto de glicoproteinas e proteinas, incluindo varias enzimas, e
funciona como uma rede semipermeavel de macromoléculas salivares adsorvidas
que fornecem protecdo parcial contra desafios acidos (Hannig, Hannig, 2014). E
formada por duas camadas, sendo uma externa de estrutura globular menos densa
que apresenta solubilidade comparativamente alta ao acido, e outra camada basal,
densa em elétrons e caracterizada com baixa solubilidade ao acido (Nekrashevych,
Stosser, 2003). Essa baixa solubilidade se deve muito provavelmente aos peptideos
e proteinas salivares adsorvidos na camada basal da pelicula, que possuem
afinidade pelos sitios de ligacdo calcio e fosfato do esmalte dental (Barbour et al.,
2005; Hannig, Hannig, 2014; Scaramucci et al., 2012). Isso nos leva a acreditar que
a presenca do polimero possa exercer algum potencial de interagdo com as
proteinas presentes na camada basal da pelicula, assim como demonstrado para
solugbes contendo o estanho, uma vez que este é capaz de formar ligacbes

cruzadas com as proteinas da pelicula adquirida (Algarni et al., 2015).
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Frente a isso, o foco desse trabalho estd na avaliagdo da interacdo entre o
polimero formador de filme associado a compostos fluoretados na presenca da
pelicula adquirida, uma vez que sua protecdo pode ser potencializada contra erosao
em condic@es clinicas. Desta forma, a investigacao do efeito antierosivo da pelicula
associada as solucbes de tratamento contendo polimeros e fluoretos pode nos
fornecer subsidios para a escolha das associa¢cdes mais promissoras, que em testes
de eficacia adicionais podem abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de
formulacbes capazes de prevenir a progressao da erosao dental para estagios mais

avanc;ados, que requerem tratamentos restauradores complexos € 0Nnerosos.



24

2 REVISAO DE LITERATURA

Visando facilitar a compreensdo dos assuntos abordados, apresentamos
uma revisdo de literatura contendo relevantes pesquisas sobre a erosdo dental, bem

como o estudo de produtos e técnicas para prevencdo dessa condi¢ao.

2.1 Definicao e prevaléncia do desgaste dental erosivo

Ao longo da vida, os dentes sdo expostos a agressoes fisicas e quimicas
gue contribuem para o desgaste dos tecidos dentais, e embora esses fatores atuem
juntos, a morfologia dos defeitos pode variar dependendo da causa predominante
(Carvalho et al., 2015; Ganss, 2012).

Em fevereiro de 2019, foi realizado um seminéario de curta duracdo para
definicdo e padronizagdo dos termos mais comumente utilizados relacionados ao
desgaste dental erosivo por uma equipe de 15 especialistas, selecionados pela
European Organisation for Caries Research (ORCA) e o Grupo de Pesquisa em
Cariologia da International Association of Dental Research (IADR). Considera-se
desgaste dental o processo de perda cumulativa de tecido mineralizado devido a
acdo de processos fisicos ou quimico-fisicos. Sua origem pode derivar
predominantemente dos processos de atricdo (desgaste através do contato dente-
dente), abrasdo (desgaste produzido pela interacdo entre os dentes e outros
materiais) e erosao. Define-se erosdo dental como a perda quimica da estrutura
mineralizada causada pela exposicédo aos acidos de origem nao bacteriana. Quando
a erosdo € o fator etiolégico primario relacionado ao desgaste dental, este
denomina-se desgaste dental erosivo (Schlueter et al., 2020). Independentemente
de sua origem, observacdes clinicas e experimentais mostram que 0S processos de
desgaste individuais muitas vezes se sobrepdem clinicamente, o que dificulta uma
diferenciacao precisa (Kanzow et al., 2016).

Quando ocorre ao longo da vida trata-se de um processo natural (Carvalho

et al., 2015; Ganss et al.,, 2012; Lussi et al., 2011), ja que o impacto dessas
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microagressdes néo pode ser evitado, gerando portanto desgaste do tecido dental
duro ao longo dos anos (Ganss et al.,, 2012; Lussi, Hellwig, 2014). Porém, é
considerado patolégico quando compromete e danifica seriamente a funcdo e
estética dos dentes (Ganss et al., 2012; Smith Knight, 1984) concomitantemente
com progressfes que ocorram em um curto periodo de tempo como no caso de
adolescentes ou jovens adultos (Ganss et al., 2012).

Devido ao potencial danoso sobre as estruturas dentais principalmente em
individuos jovens, torna-se importante analisar a prevaléncia da doenca nas faixas
etarias mais baixas. Porém, pelo fato dos estudos aplicarem diferentes indices de
avaliacdo, tamanhos amostrais e delineamentos, torna-se dificil compara-los e
estimar a média global com precisédo (Carvalho et al., 2015; Schlueter, Luka, 2018).

Uma revisao sistematica com metanalise demonstrou que a prevaléncia de
desgaste dental erosivo em dentes permanentes de criancas e adolescentes € de
30,4% (Salas et al., 2015). Uma revisédo narrativa mais recente estima a prevaléncia
média mundial de desgaste dental erosivo em dentes deciduos entre 30-50% e em
dentes permanentes entre 20-45% podendo apresentar envolvimento da dentina em
até 45% dos casos (Schlueter, Luka, 2018). Isto pode estar relacionado ao consumo
crescente de bebidas e alimentos &cidos nas ultimas décadas, especialmente pela
populacdo jovem (Bartlett et al., 2013; Jaeggi, Lussi, 2014). Este dado é
preocupante, considerando que o desgaste tende a se acentuar com o passar do
tempo e grande parte desses estudos sao realizados com criancas e adultos jovens,

gue precisam manter a sua denticdo com fungéo durante toda a vida.

2.2 Etiologia e patogénese do desgaste dental erosivo

7

O desgaste dental erosivo € uma condicdo multifatorial e de etiologia
complexa, pois diversos fatores interagem e desempenham um papel na sua
inducdo ou prevencdo. Porém, a exposicdo ao acido de origem intrinseca ou
extrinseca é a principal causa, uma vez que, se esse fator puder ser controlado, a
progressao cessa (Carvalho et al., 2015; Ganss et al., 2012; Lussi et al., 2011; Lussi,
Hellwig, 2014; Magalhaes et al., 2011).
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Para fins de estudo, os fatores capazes de modular o0 mecanismo da eroséo
tém sido divididos em biolégicos, quimicos e comportamentais, apesar de
interagirem simultaneamente e serem cruciais para ajudar a explicar por que

individuos expostos aos mesmos desafios tém diferentes graus de erosado dental
(Figura 1) (Lussi, Carvalho, 2014).

Figura 1 — Fatores envolvidos na etiologia do desgaste erosivo dental
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Fonte: llustracdo adaptada e traduzida de Lussi, Carvalho, 2014.

Os fatores biologicos podem estar relacionados a saliva, pelicula adquirida,

frequéncia de episodios de vomitos e refluxo gastresofagico, anatomia/estrutura dos
dentes e seu contato dos tecidos moles (Carvalho et al., 2015).

A saliva é considerada o fator biolégico mais importante na prevencdo da

erosdo dentéria, apesar de nédo ser suficiente contra desafios erosivos severos (Hara
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et al., 2006). A acdo da saliva comeca antes mesmo do ataque acido, com o
aumento do fluxo salivar como uma resposta aos estimulos externos. Durante o
desafio erosivo, este aumento permite que a saliva atue como um agente diluente de
acidos e os remova gradualmente pelo processo de degluticdo. Devido ao seu
conteado mineral, a saliva também pode prevenir a desmineralizacdo, bem como
promover a remineralizacdo, uma vez que € supersaturada em relacdo aos minerais
do dente. A saliva também possui acdo tamponante, por meio dos tampdes de
fosfato e bicarbonato que se dissociam, além da enzima anidrase carbdnica, que
possui a capacidade de catalisar a reacdo reversivel CO2 + H2O 2 HCOs + H*
neutralizando a acéo do acido frente a desmineralizacdo. Porém, o papel protetor da
saliva esta principalmente relacionado a sua atuacdo na formacdo da pelicula
adquirida (Hara et al., 2006; Hara, Zero, 2014).

Todas as superficies dentais expostas ao ambiente oral sdo naturalmente
revestidas pela pelicula salivar adquirida. A pelicula salivar fisiolégica € um filme
organico livre de bactérias, que cobre tecidos orais. E composto de macromoléculas
do ambiente oral (saliva, fluidos creviculares), carboidratos, lipidios, glicoproteinas e
proteinas, incluindo varias enzimas e funciona como uma rede semipermeavel de
que fornece protecdo parcial contra exposicdo a desafios acidos de curto prazo,
gracas a seu padrao estrutural e sua composicao (Hannig, Joiner, 2006; Hannig,
Hannig, 2014; Moazzez et al., 2014).

A pelicula salivar € composta por duas camadas. A camada basal comeca a
se formar poucos segundos apOs o contato da saliva com a superficie dental, uma
vez que o0s ions célcio da saliva se adsorvem aos ions fosfato predominantemente
presentes na superficie do esmalte, formando uma camada de hidratagdo com carga
elétrica positiva. Essa mudanca de carga elétrica superficial, quando combinada a
forcas de Van der Waals e interagfes hidrofobas, permite que as proteinas salivares
com carga elétrica negativa como as histatinas, estaterinas e proteinas ricas em
prolina (PRPs) adsorvam-se sobre a superficie dental (Barbour et al., 2005; Hannig,
Hannig, 2014; Lee et al.,, 2013; Scaramucci et al., 2012). Estas proteinas sao
capazes de se ligar ao calcio, mantendo altas concentragbes destes ions no interior
da pelicula e na regido préxima a superficie da hidroxiapatita, auxiliando na

homeostase mineral da interface esmalte-pelicula frente a desafios erosivos e
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consequentemente, reduzindo sua desmineralizacdo (Figura 2) (Hannig, Hannig,
2014; Hannig, Joiner, 2006; Jager et al., 2011). Essa camada de peptideos e
proteinas salivares densa em elétrons aumenta de espessura (entre 10 e 20 nm) em
poucos minutos e permanece estavel por cerca de 30 minutos.

A camada externa, formada no estagio de maturacdo, se desenvolve
tardiamente e possui uma espessura que varia de 100 a 1000 nm, dependendo de
sua localizacdo e tempo na cavidade bucal (Hannig, 1999). Essa camada apresenta
alta solubilidade ao acido (Nekrashevych, Stdsser, 2003). Sua estrutura globular
pouco densa € considerada complexa devido a composicdo heterogénea de acidos
graxos (Reich et al.,, 2013), enzimas e agregados de proteinas heterotipicas
(mucinas, esterinas, histatinas, cistatinas, lisozima para MG1 e as proteinas ricas em
prolina), que se depositam de acordo com o tempo e sd0 em sua maioria capazes
de se ligar as outras proteinas presentes na camada basal (Hannig, Joiner, 2006;
Hannig, Hannig, 2014; lontcheva et al., 2016; Lee et al., 2013). Dentre as enzimas
que se acumulam na pelicula, a anidrase carb6nica salivar VI mantém sua atividade
enzimatica e auxilia a neutralizacdo do acido frente a desmineralizacdo (Hannig,
Joiner, 2006; Leinonen et al., 1999).

Embora apresente potencial protetor, esta complexa estrutura da pelicula é
incapaz de impedir a desmineralizagdo dental frente a desafios erosivos severos
(Moazzez et al., 2014; Jager et al.,, 2011), uma vez que é permeavel e sofre
dissolucédo gradual durante a exposi¢cdo acida (Hannig, 2002; Hannig et al., 2003).
Diante do importante papel protetor da pelicula contra a erosdo, estratégias
preventivas utilizando a chamada “engenharia de pelicula” tém sido estudadas,
envolvendo o uso de lipidios, polifendis (Joiner et al., 2006; White et al., 2011) e
proteinas como a caseina (White et al., 2011), cistatina, estaterina (Taira et al.,
2021) e hemoglobina (Carvalho et al., 2020; Pela et al., 2021), com resultados

promissores, mas ainda incipientes.



Figura 2 — Desenho esquemético de formacao da pelicula adquirida

esmalte camada camada de roleina
dental Stern hidratacao P

. ), i
3 CRR |
,':I' "\‘ 8] i @
' 5 ’ i
D) D
l,’ll,' ‘Il A /v 0 o A (0} ,/O
7 ° @ i
v y -
{ \ Ca*2 0 0 (0] 0 —
2 PP
Z A
V) ‘ 0 - H
A ]
‘I :0'
H .’\C
.01{/
Ca? [/}
o v
b1 5 O Ca*?
fra
,'o," (eh
“\ /l ,’f iH jo
‘|‘ C002 /O,“P \Cﬁ—ﬁi
3 o/ {H o0 —
7 /0
‘: : £ O/," o Ca*?
7 Ca2/0/ P -0 0
E "\ 0,’, o T
; ) 4 4 0 Cawﬂ\ /C
¥ by / V4
v N 410 +P +O

Fonte: llustracdo adaptada e traduzida de Hannig, Joiner, 2006.

Uma vez que o acido atinge a superficie do esmalte, parte das moléculas se
dissocia (R-COOH 2 R-COO- + H*) disponibilizando ions de hidrogénio (H*) e
anions (agentes quelantes) que se ligam ao ion calcio presente na superficie da
hidroxiapatita do esmalte ou dentina, levando ao deslocamento do conteddo mineral
dos tecidos para o meio acido. Isto proporciona a dissolucéo dos prismas de esmalte
da superficie para o nucleo, deixando a aparéncia do mesmo com aspecto
microscopico semelhante a favos de mel (Meurman, Frank, 1991).

Além disso, devido a capacidade de tamponamento da saliva, parte das

moléculas do acido permanecem em sua forma indissociada, com auséncia de carga
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elétrica, penetrando mais rapidamente pela superficie dental. Uma vez na
subsuperficie dental, essas moléculas entdo se dissociam, agindo como portadores
de H* capazes de dissolver os cristais minerais subsuperficiais (Lussi et al., 2011,
Shellis et al., 2014). Isto contribui para o amolecimento do tecido, que se torna mais
vulneravel a acéo de forcas externas como por exemplo da escovacédo, capazes de
promover subsequentemente perda irreversivel de estrutural dental (Featherstone,
Rodgers, 1981; Lussi, Carvalho, 2014; Shellis et al., 2013). No que diz respeito a
dentina, os eventos ocorridos resultantes da erosdo sd8o 0S mesmos, mas a
presenca de maior porcdo de matriz organica neste tecido reduz a difusdo do agente
acido e com isso a saida de minerais da estrutura remanescente (Ganss et al., 2004;
Hara et al., 2005; Kleter et al., 2016).

Os fatores quimicos capazes de modular o mecanismo da erosdo estao
relacionados as solucdes acidas: tipo do acido, constante do produto de solubilidade
(Kps), pH, consisténcia e capacidade de adeséo a estrutura dental (Carvalho et al.,
2015; Magalhées et al., 2011). Ainda, a concentracdo de calcio, fosfato e flior na
solucéo, sdo fatores determinantes para estabelecer o potencial erosivo de uma
solucéo &cida, pois a presenca desses minerais estabelece grau de saturacdo da
solucdo (Lussi et al., 2012b, 2011). Quanto ao pH, diferentemente da cérie dental,
ndo se pode determinar um valor fixo de 'pH critico' para uma solucdo erosiva, uma
vez que outras variaveis tem maior influéncia sobre o potencial de dissolucédo, como
o grau de saturacdo da solu¢cdo mencionado acima, a temperatura e a velocidade
(grau de agitacdo) que a solucdo acida entra em contato com superficie dental
(Lussi et al., 2012; Lussi, Jaeggi, 2006; Shellis et al., 2014).

Outros fatores que também podem interferir no processo sdo o0s
comportamentais, sendo eles habitos alimentares, habitos de higiene (tipo de escova
dental e técnica utilizada), padréo de ingestdo de bebidas ou medicamentos acidos,
consumo de drogas ilicitas, ocupacédo (como o caso de funcionarios da industria
guimica, profissional provadores de vinho, devido ao contato dente-acido aumentado
ou nadadores e atletas profissionais, devido a exposi¢do excessiva a dgua e bebidas
esportivas com pH baixo), conhecimento do problema e condicdo socioecondmica
(Amaechi, Higham, 2005; Carvalho et al., 2015; Jarvinen et al., 1991; Lussi, Hellwig,
2014).
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2.3 Caracteristicas clinicas, histopatoldgicas e diagnéstico do desgaste dental

erosivo

Sabe-se que o inicio da erosdo dental ocorre através de um processo
chamado amolecimento (softening), que envolve a perda parcial do conteddo
mineral superficial do esmalte (Figura 3A), levando ao aumento da rugosidade e
diminuicdo da dureza (Attin et al., 1997; Lussi et al.,, 2011), o que proporciona
mudancas nas propriedades fisicas e histologicas da superficie remanescente
(Ganss, 2012). Quando ocorre a desmineralizacdo erosiva em esmalte, o mineral
altamente compactado com estrutura hexagonal € dissolvido na superficie, que se
torna irregular e rugosa (Ganss et al., 2014; Ganss, Lussi, 2006). Estudos apontam
gue a zona de desmineralizacdo pode atingir entre 2 a 5 ym (Wiegand et al., 2007)
com desafios erosivos brandos. Ja em casos de exposicdo severa, pode chegar a
até cerca de 100 uym. Esta perda mineral resulta em reducdo da microdureza do
esmalte (Attin et al., 1997; Ganss et al., 2014).

Com a continuidade da exposicdo ao acido, a superficie do esmalte é
perdida camada a camada (Figura 3B e 3C), 0 que torna sua aparéncia acetinada ou
opaca (Carvalho et al., 2015; Lussi et al., 2011). J& em dentina, por ter uma estrutura
biologicamente distinta, o desafio erosivo causa uma rapida dissolu¢cdo mineral peri
e intertubular, mas sem degradar a porcao organica, proporcionando a formacao de
uma estrutura remanescente esponjosa e completamente desmineralizada, que
mantém a mesma altura e volume, desde que permaneca hidratada (Breschi et al.,
2002; Ganss et al., 2014). As caracteristicas histoldgicas da erosdo do esmalte e
dentina in vivo ainda sdo pouco compreendidas (Ganss et al., 2014). Clinicamente,
guando tais lesdes ocorrem em dentina, apresentam quando sondadas aspecto duro
e brilhante, o que contrasta com lesbes in vitro que sao resilientes e opacas.
Acredita-se que tal diferenca ocorra devido ao colageno humano desmineralizado
ser digerido mais rapidamente por colagenases e outras enzimas proteoliticas em
condi¢bes clinicas, atuando na remocéo de tais estruturas assim que o mineral &
dissolvido (Ganss et al., 2014; Schlueter et al., 2010).
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Na regido cervical, a acdo do acido resulta no achatamento das éareas
convexas, formando lesbes rasas, com concavidades que sao mais largas que
profundas. Além disso, observa-se uma borda intacta de esmalte ao longo da
margem gengival, possivelmente devido a presenca de biofilme que atua como uma
barreira para a difusdo dos acidos (Ganss, Lussi, 2006) ou devido a acéo
neutralizante do fluido crevicular que € ligeiramente alcalino (Stephen et al., 1980).
Em superficies oclusais, as cuspides tornam-se arredondadas ou em forma de
concha e as bordas das restauracdes parecem subir acima do nivel das superficies
dos dentes adjacentes (Ganss, 2012; Ganss, Lussi, 2006). Com a progressao do
processo, pode haver a total perda do esmalte, com exposi¢cdo da dentina, o que
tende a resultar em dor, comprometimento pulpar, perda de dimensao vertical e

estética, nos casos mais severos (Ganss et al., 2005).

Figura 3 — Esquema representando os estagios do processo de desgaste dental

erosivo

&/

Legenda: A) Amolecimento superficial do esmalte (sem perda visivel); B) Perda tecidual de esmalte e
amolecimento da superficie subjacente; C) Perda tecidual envolvendo dentina e amolecimento da
superficie subjacente.

Fonte: llustracdo adaptada e traduzida de Schlueter et al., 2012.

Frente a isso, torna-se pertinente desenvolver um processo diagnostico que

contemple as informacdes obtidas por exame clinico dental, o conhecimento
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biolégico das estruturas remanescentes e uma anamnese detalhada, questionando
quanto a todos os fatores etiolégicos mencionados anteriormente. Para auxiliar no
diagndstico e visando o monitoramento da progressdo do desgaste dental erosivo
clinicamente, varios indices foram propostos (Bardsley, 2008). O indice mais aceito
atualmente € o Exame Béasico de Desgaste Erosivo (BEWE) (Bartlett et al., 2008).
Trata-se de um sistema de pontuacdo simples em que os dentes sdo divididos em
sextantes e tém suas faces avaliadas para quantificar o tamanho das lesdes de
acordo com a porcentagem em relacdo a superficie afetada. O dente com a
pontuacdo mais alta em um sextante é registrado para calculo do valor obtido com o
indice, o que sugere qual o tipo de abordagem terapéutica deve ser empregada
(Bartlett et al., 2008; Ganss, Lussi, 2006). Visando facilitar o acesso dos clinicos a
este indice, foi desenvolvido um  website por seus criadores

(https://www.erosivetoothwear.com/bewe).

2.4 Métodos de controle da progresséao da erosao dental

As abordagens preventivas mais eficazes evolvem o controle da exposi¢cao
dental aos fatores etiologicos relacionados a eroséo. Ainda, tentativas de se reduzir
0 potencial erosivo de alimentos acidos vém sendo realizadas por meio da adicédo
de calcio, fosfato e flior em bebidas, com resultados favoraveis. No entanto, a
aceitacdo de tais modificacbes é prejudicada devido a alteracdo de sabor e
problemas de estabilidade (Barbour et al., 2005; Beyer et al., 2012, 2010;
Hemingway et al., 2010; Hooper et al., 2007; Scaramucci et al., 2011).

Aléem disso, diversas estratégias tém sido adotadas visando proteger a
estrutura dental frente aos desafios erosivos. A mais comumente utilizada envolve o
uso topico de fluoretos, ja que os mesmos sao regularmente utilizados no cotidiano
dos individuos devido a sua comprovada eficacia anticariogénica, tornando
conveniente seu uso para o controle do processo erosivo (Lussi, Carvalho, 2015;
Magalhaes et al., 2009).

Compostos monovalentes como o fluoreto de sédio (NaF) e o fluoreto de

amina (AmF) podem levar a formacgdo de precipitados semelhantes ao fluoreto de
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calcio (CaF2) na superficie dental. Estes depdsitos atuam como uma “camada de
sacrificio” a ser dissolvida durante o desafio erosivo, evitando temporariamente a
dissolucéo do tecido dental subjacente e liberando ions calcio e flior para o meio,
retardando assim o0 processo de desmineralizacdo (Huysmans et al., 2014;
Magalhdes et al., 2009). No entanto, a eficacia destes compostos em inibir o
processo erosivo se mostrou limitada, devido a deposi¢cdo de CaF: depender da
concentracéo, do tempo e da frequéncia de aplicacdo do agente fluoretado, bem
como de um baixo pH da solucdo (Huysmans et al., 2014; Magalhdes et al., 2011;
Petzold, 2001). Além disso, sabe-se que esses sais sd0 solUveis em meio acido
(Ganss et al., 2008; Schlueter et al., 2016) sendo, portanto, menos estaveis sob
condi¢Oes erosivas mais agressivas (Schlueter et al., 2016).

Diante disso, sua associacdo a compostos polivalentes de cations metalicos,
como o fluoreto de estanho (SnFz), o tetrafluoreto de titdnio (TiFs), bem como o
cloreto estanhoso (SnCl2), vém demonstrando uma prote¢do superior contra o
desgaste erosivo (Huysmans et al., 2014; Zanatta et al., 2018). Formulacdes
contendo a combinacédo de fldor e estanho tém apresentado maior eficacia, devido a
formacdo de uma camada superficial rica em Sn sobre a superficie dental, que
demonstrou ser mais acido-resistente (Ganss et al., 2010b, 2010a; Scaramucci et
al., 2015; Schlueter et al., 2009). Isto ocorre com maior evidéncia quando sob
desafios erosivos constantes (Ganss et al., 2012). No entanto, exibem limitacdes
clinicas, relacionadas a sensacdo de adstringéncia na mucosa e potencial de
manchamento dental (Addy, 2008; Frese et al., 2019; Salzer et al., 2015).

Abordagens alternativas envolvem o uso de polimeros formadores de filme
em produtos de aplicacéo tépica (Avila et al., 2017; Ganss et al., 2012; Manarelli et
al., 2011; Pini et al., 2020). Polimeros tém sido amplamente utilizados pela industria
farmacéutica com o objetivo de aumentar a substantividade dos ativos presentes em
formulacdes (Sistema de Liberacdo de Farmaco ou Drug Delivery System). Esse
sistema de administracdo foi desenvolvido para prolongar o tempo de liberagéo do
farmaco no organismo, sustentando sua concentracdo plasmatica e sendo capaz de
transportar um composto farmacéutico pelo corpo durante determinado tempo até
que atinja seu local de devida absorcdo (Lenaerts, Robert, 1989; Villanova et al.,
2010; Zaman et al., 2010).
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Os polimeros séo capazes de se ligar a substratos biologicos através de
mecanismos complexos. Dentre as teorias propostas, pode-se citar a atracao
eletrostatica entre a superficie do polimero e o substrato biolégico, devido a
diferenca em suas cargas ionicas; a capacidade bioadesiva resultante do contato
intimo entre o polimero o substrato biologico; a capacidade de interacdo entre o
polimero e o substrato biologico por ligacdes covalentes, bem como interacfes
quimicas secundarias como forcas de Van der Waals, ligacbes de hidrogénio e
interacao hidrofoba (Lenaerts, Robert, 1989).

Além disso, a bioadesdo pode ser modulada para ocorrer em sitios
especificos, diminuindo a toxicidade e aumentando a efetividade terapéutica. A
modulacdo da bioadesao depende da especificidade do polimero empregado e pode
ser dependente de diferentes fatores como, ph, solubilidade ao meio, presenca de
sitios especificos de reconhecimento e pela presenca de ions (Asane et al., 2008;
Lenaerts, Robert, 1989; Villanova et al., 2010). Isto nos leva a crer que os polimeros
bioadesivos podem exibir efeito protetor no esmalte e dentina contra a dissolugao
acida, devido a sua interacdo com a superficie da hidroxiapatita, formando um filme
capaz de reduzir a troca ibnica entre a solucdo acida e o substrato dental (Barbour et
al., 2005; Beyer et al., 2012). Ainda, podem ser capazes de potencializar o efeito
protetor de compostos fluoretados (Avila et al., 2017; Ganss et al., 2012; Moretto et
al., 2010; White et al., 2011).

Polimeros com propriedades quimicas distintas tém sido investigados, com
obtencdo de diferentes graus de resposta quanto ao seu potencial antierosivo
(Augusto et al., 2020; Avila et al., 2020b; 2017; Beyer et al., 2012; Bezerra et al.,
2019; Sakae et al., 2020; Scaramucci et al., 2015). O efeito protetor contra desafios
acidos parece ser dependente de sua estrutura quimica (Nielsen et al., 2011).

Dentre os compostos testados, os polimeros a base de metacrilato tém
mostrado efeito promissor. Esses polimeros sintéticos possuem diferentes
polaridades e séo derivados de dimetilaminoetiimetacrilatos, acido metacrilico e
ésteres do acido metacrilico, em vérias proporcdes (Severino et al.,, 2011). Sua
capacidade de formacdo de um filme ultrafino sobre as superficies dentais foi
observada previamente (Augusto et al., 2020; Nielsen et al., 2011). Frente a isso, 0

copolimero Aminometacrilato foi investigado como agente antierosivo. Esse
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copolimero do polimetacrilato é utilizado para liberagdo de farmacos no pH
estomacal (menor que 5), sendo portanto, sollvel nessas condi¢cfes (Evonik, 2015a,
2015b) e utilizado como revestimento de farmacos, 0 que sugere seu promissor
potencial de formacdo de uma barreira protetora sobre os dentes diante das
variacfes do pH bucal. Sua estrutura é baseada no dimetilaminoetil metacrilato, butil
metacrilato e metil metacrilato na proporcao 2:1:1 (Evonik, 2015b).

Quanto ao potencial protetor, sua associacdo aos agentes fluoretados
mostrou ser mais evidente, capaz de se adsorver a hidroxiapatita, modificando seu
potencial zeta, além de reduzir a dissolucdo da hidroxiapatita frente a desafios
acidos in vitro (Augusto et al., 2020). O potencial zeta ou potencial eletrostatico esta
relacionado a busca dos ions pelo equilibrio eletroquimico. Quando mensurado,
pode descrever a capacidade de um campo elétrico (hidroxiapatita) de exercer forca
sobre outras cargas dispersas (polimero), modificando o potencial isoelétrico da
hidrtoxiapatita (Arends, 1979; Young et al., 1997). A hidroxiapatita possui sua carga
elétrica superficialmente negativa sob condi¢des fisiolégicas (Hannig, Hannig, 2014).
Isto promove a afinidade elétrica aos grupamentos amina do polimero (com carga
elétrica positiva), o que favorece sua adsorcdo e consequente reducdo do
deslocamento de ions do substrato para o meio (Arends, 1979; Beyer et al., 2012;
Matsumoto et al., 1989; Scaramucci et al., 2015).

O Aminometacrilato demonstrou ainda excelente capacidade de reduzir o
desgaste erosivo do esmalte quando adicionado a solu¢des fluoretadas simulando
enxaguatorios bucais (Augusto et al., 2021). Diante disso, 0s prOXimos avangos ao
conhecimento devem seguir a avaliacdo da interacdo de tais polimeros com a
pelicula adquirida, uma vez que esta reveste a superficie dos dentes na realidade
clinica e, portanto, atuam como uma camada intermediaria entre o dente e os

agentes de uso topico diario.

2.5 Métodos para andlise quantitativa e qualitativa da eroséo dental

Varias técnicas sdo descritas para caracterizacdo e mensuracédo da perda

mineral, sendo que a maioria dos testes utilizados para deteccédo séo realizados in
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vitro ou in situ, devido a necessidade de se obter espécimes planos e altamente
polidos para avaliagdo dos defeitos induzidos erosivamente ou para criar superficies
de referéncia (Attin, Wegehaupt, 2014). E importante ressaltar que a natureza
complexa da perda mineral pelos desafios erosivos ndo pode ser compreendida por
uma Uunica técnica, e sim pela aplicacdo de diferentes abordagens para a
compreensdo ampla. Além disso, o limite de detecgéo e a precisdo de um método
pode depender do substrato a ser analisado, da técnica eleita (mensuracdo ou
caracterizacao) e das circunstancias envolvidas (com ou sem abrasdo por exemplo)
(Attin et al., 2005).

Para as avalia¢des qualitativas, diversas técnicas tém sido descritas, como o
uso de microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de raios-x de dispersao
de energia, andlise de reflexdo Optica especular e difusa, tomografia de coeréncia
Optica, teste de permeabilidade de iodeto, microscopia de varredura a laser confocal,
nanoindentacao, analise de elemento sélido, medicao ultrassbnica (Attin, 2006; Attin,
Wegehaupt, 2014; Habib, Chew, 2019; Schlueter et al., 2011). Tais técnicas séo
consideradas qualitativas e possuem classificacdo dos resultados com maior grau de
subjetividade por dependerem da interpretacdo do investigador na maioria dos
casos, porém através delas € possivel visualizar mudancas na estrutura do dente
dando uma nocdo ao pesquisador quanto aos diferentes impactos da erosdo nos
substratos dentais (Attin, Wegehaupt, 2014).

A fim de obter dados objetivos e mensuraveis, sempre que possivel deve-se
optar por analises quantitativas utilizando diversos métodos, como microscopia
Optica, microscopia de varredura 3D com variacdo de foco, espectroscopia de
infravermelho — reflectancia total atenuada, interferometria de luz branca, dureza
superficial e de seccado transversal, perfilometria de superficie, microradiografia,
microtomografia computadorizada microscopia de forca atdmica, analise quimica de
minerais dissolvidos (eletrodo para deteccdo de calcio, espectrofotometria de
absorcdo atdmica, espectrometria de massa, espectrofotometria molecular com
leitura de absorbancia ultravioleta/visivel) (Attin, 2006; Attin, Wegehaupt, 2014;
Habib, Chew, 2019; Schlueter et al., 2011). As técnicas mais frequentemente
utilizadas, por serem métodos bem estabelecidos com relativo baixo custo, sdo

microdureza e perfilometria. Por meio da microdureza, é possivel medir os estagios
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iniciais da erosao do esmalte e dentina, quando n&do ha perda de tecido dental mas
sim o0 amolecimento da superficie (Witjes, Ruben, 1989) e a perfilometria é utilizada
para analise da progressao da desmineralizagdo diante da perda tecidual irreversivel
(Whitehead et al., 1999). Utiliza-se também a microscopia por for¢a atdmica, capaz
de gerar imagens com alta resolucéo. Ainda, avaliagdes quimicas da estrutura dental
pela espectrofotometria de absor¢cdo atomica ou molecular e espectrometria de
massa, sdo capazes de determinar o grau de dissolucdo do esmalte dentério
avaliando a quantidade de célcio ou fosfato dissolvido em hidroxiapatita e tém sido
consideradas como excelentes ferramentas para avaliar os efeitos dos acidos sobre
os dentes (Attin, Wegehaupt, 2014).
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3 PROPOSICAO

Este trabalho tem como objetivo geral mensurar o efeito antierosivo da
associacdo de solucdes contendo Fluoreto de Sédio e/ou Cloreto Estanhoso com o
copolimero Aminometacrilato na presenca da pelicula adquirida sobre o esmalte e a
dentina, frente a desafios erosivos, utilizando um estudo randomizado cruzado triplo
cego de modelo in situ.

O efeito antierosivo foi mensurado especificamente por meio dos seguintes
parametros:

a) analise da perda erosiva calculada ap6s microbiépsia do esmalte e

dentina;

b) analise da percentagem de reducdo da microdureza calculada por

ensaio de microdureza superficial do esmalte;

c) analise da concentracéo de flior solivel em KOH obtido sob a superficie

de esmalte e dentina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspéctos éticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais e
Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual Paulista
(ICT-UNESP) por se tratar de um estudo in situ, que envolveu a participacdo de
voluntarios com CAEE n° 43571021.7.0000.0077 (Anexo A).

A escrita da dissertacdo seguiu as normas do CONSORT (Consolidated

Standards of Reporting Trials) (Apéndice A).

4.2 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo cruzado, randomizado, controlado, triplo-cego de
modelo in situ, em que o0s voluntarios, selecionados de acordo com os critérios de
elegibilidade, utilizaram um dispositivo palatal removivel contendo seis espécimes,
trés de esmalte e trés de dentina bovina. O periodo de washout (intervalo para
exposicao as diferentes solucdes) foi de dois dias (Kensche et al., 2017; Nehme et
al.,, 2016) e os mesmos participantes foram expostos a todos o0s grupos de
tratamento, distribuidos em sete niveis aleatoriamente, em diferentes momentos,

empregando as seguintes solugdes:

a) C: agua ultrapura (controle negativo);

b) F: solucdo contendo Fluoreto de Sodio (225 ppm F);

c) S: solucéo contendo Cloreto Estanhoso (800 ppm Sn*?);

d) AMC: solugdo contendo Aminometacrilato (2%);

e) FS: solucdo contendo Fluoreto de Soédio (225 ppm F) e Cloreto
Estanhoso (800 ppm Sn*?);
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f)  AMC+F: solugdo contendo Aminometacrilato (2%) + Fluoreto de Sodio
(225 ppm F);

g) AMCH+FS: solucéo contendo Aminometacrilato (2%) + Fluoreto de Sédio
(225 ppm F) e Cloreto Estanhoso (800 ppm Sn*?).

Os espécimes foram submetidos aos tratamentos e ciclagem erosiva com
acido cloridrico a 0,01 M (pH 2,3) seis vezes. Para o desfecho primario a variavel
resposta foi a perda erosiva (um) por meio da concentracdo de calcio e fésforo
obtida ap6s microbiopsia da superficie do esmalte e dentina, medida por método
colorimétrico em espectrofotbmetro. Para o desfecho secundario a variavel
dependente foi a quantidade de fldor soluvel em KOH (ung/cm2) de esmalte ou
dentina e a analise da porcentagem de protecdo medida por meio da andlise de
microdureza superficial em esmalte. A variavel independente foi representada pelas

solugdes de tratamento.

4.3 Tamanho amostral

Para determinar o nimero de individuos a serem incluidos no estudo, foi
utilizado o programa estatistico G-power, em que aplicando-se os valores de média
obtidos por meio de um estudo piloto com os desafios erosivos propostos,
considerando 0.003 de desvio-padrao, foi calculado o “effect size” em 1,01609.
Observou-se entdo ser necessario um tamanho amostral de dez individuos que
participaram de todas as fases do estudo, tendo em vista o0 modelo de estudo
cruzado esperando-se um poder de 80% e nivel de significancia 5%. Considerando
possiveis desisténcias dos participantes no periodo do estudo, optou-se por
aumentar em 20% o tamanho amostral, selecionando doze individuos que

participaram das sete fases do estudo cruzado.
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4.4 Populacao do estudo

O recrutamento de participantes do estudo foi realizado na clinica do
Departamento de Odontologia Restauradora do ICT/SJC Unesp. Na primeira visita,
0s voluntarios receberam instru¢cdes 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
informacgdes estao presentes na Carta de Informacéo ao Paciente (Apéndice B) e no
Termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice C) desenvolvidos de acordo
com a Resolucdo n°. 196 do Conselho Nacional de Saude, Ministério da Saude,
Distrito Federal, Brasil, 10/03/1996, os quais foram assinados em duas vias,
pertencendo uma ao voluntério, e outra aos pesquisadores.

Um formulario contendo a histéria médica do paciente também foi
preenchido. Na sequéncia, os voluntarios foram submetidos ao exame clinico para a
determinacdo das suas condi¢cbes orais, por meio de inspecao visual dental sob
iluminacdo adequada e em superficie seca, bem como no tecido gengival
circundante, buscando detectar alteracdes fisicas caracteristicas de patologias
(Fejerskov, Kidd, 2011). Apenas foram incluidos participantes classificados com grau
0 segundo o indice de Lbée (Loe, 1967). Com o objetivo de padronizar a deteccao
das lesdes de cérie, foi empregado o sistema internacional de avaliacdo de lesbes
de carie ICDAS (International Caries Detection and Assessment System) (Dikmen,
2015). Para detectar sinais de desgaste dental erosivo foi utilizado o indice BEWE
(Basic Erosive Wear Examination) (Bartlett et al.,, 2008). Individuos que
apresentassem algum desses sinais clinicos seriam encaminhados para tratamento
nas clinicas da instituicdo e ndo seriam incluidos no estudo.

ApoOs esses procedimentos, 0s voluntarios realizam um teste do fluxo salivar
nao-estimulado e estimulado (Scaramucci et al., 2012). Para o teste do fluxo salivar
nao estimulado, os voluntarios ficaram sentado na cadeira odontologica por 5 min
em siléncio. Apos esse periodo, ingeriram toda a saliva presente na boca e iniciaram
a coleta, cuspindo em tubos de centrifuga graduados. Para a coleta, eles

permaneceram sentados, com apenas a cabeca abaixada e olhos abertos. A coleta
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teve a duragdo de 5 min e durante esse periodo, os voluntérios foram instruidos a
ndo engolir a saliva. Apés os 5 min, os voluntarios 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 obtencdo do fluxo em ml/min (Scaramucci et al.,
2012).

Para a saliva estimulada, os voluntarios mastigaram pedacos de Parafilm ®
M (Bemis Company, Inc, Neenah, Wisconsin, EUA) por 1 min. Para comecar a
coleta, os voluntarios ingeriram toda a saliva e entdo comegaram a cuspir em um
novo tubo de centrifuga graduado. Essa coleta teve duracdo de 2 min, nos quais 0s
voluntarios mastigaram o parafilme, sem engolir a saliva em nenhum momento. A
taxa de mastigacao foi em torno de 70 mastigacdes por min. A posicao de coleta foi
semelhante a do fluxo ndo 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 obtenc¢éo o fluxo estimulado em ml/min. Os voluntarios foram incluidos
no estudo com base nas informagdes coletadas nessa primeira visita, de acordo com

0S seguintes critérios (Scaramucci et al., 2012):

a) ter pelo menos 18 anos de idade;

b) apresentar uma boa saude geral,

c) ter um fluxo salivar estimulado de >1,0 mL/min (Dawes, 2008) e nédo
estimulado de >0,2 mL/min (Bardow et al., 2001);

d) né&o apresentar sinais de degaste dental erosivo, céarie ativa ou doenca
periodontal (Moazzez et al., 2014);

e) nao fazer uso de aparelhos ortodénticos ou proteses removiveis;

f) ndo ser dependente quimico.

Os critérios de excluséo do estudo foram:

a) condicdo médica que possa interferir na seguranca do voluntério durante
0 periodo do estudo, como a utlizacdo de medicamentos para
tratamento de doencas crbnicas ou reacdes alérgicas as substancias

e/ou produtos de higiene oral que serao utilizados;
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b) doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE), pois a presenca de algumas
proteinas na saliva de tais individuos pode resultar em algum grau de
prote¢&o contra a erosao dental (Martini et al., 2020);

c) gravidez ou intencéo de engravidar durante o periodo do estudo;

d) estar em outro estudo no mesmo periodo.

Os voluntarios também receberam instru¢cdes de que podiam desistir do
estudo a qualquer momento, por qualquer razdo, se assim o desejassem. Foram
informados também que os pesquisadores poderiam remover os voluntarios do
estudo, caso achassem necessario. Se 0s voluntarios fossem removidos por
condicbes médicas ou odontoldgicas, eles seriam encaminhados aos profissionais
da area médica ou a clinica do Departamento de Odontologia Restauradora do
ICT/SJC Unesp, e monitorados pelos pesquisadores do estudo até a resolugcédo do

problema, ou até que este se tornasse nao significante clinicamente.

4.5 Sequéncia de alocacédo aleatéria e implementacéao

ApOs a sele¢do dos voluntérios de acordo com os critérios de elegibilidade,
eles foram alocados aleatoriamente para utilizarem um dispositivo palatal removivel
contendo seis espécimes bovinos, que foram tratados com sete diferentes solugdes.
Estas tiveram sua ordem aleatorizada em blocos de acordo com o software
estatistico online “RANDOM.ORG”, na sessao “Numbers”, item “Random Integer Set
Generator”. Para identificacdo de cada voluntario e divisdo do grupo, foi gerado 12
conjuntos correspondentes aos 12 voluntarios selecionados com 7 colunas
aleatorias cada, correspondentes as 7 solugfes tratamento a qual cada dispositivo
foi exposto. Esta lista numérica foi preparada por um individuo ndo envolvido no
estudo e os resultados foram transferidos para envelopes selados com o cédigo de

cada paciente e a sequéncia de uso das solucgdes.
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4.6 Cegamento

Os voluntérios, operador e avaliadores foram cegados para o tratamento
com as diferentes solu¢cdes, com padronizacdo das embalagens, que foram
codificadas com os dados determinados pelo processo de randomizacdo por um

pesquisador ndo envolvido no processo.

4.7 Intervencoes

4.7.1 Preparo das solucdes a serem testadas

Todas as solucBes foram preparadas no dia anterior ao experimento,
respeitando os limites de solubilidade em funcdo da concentracdo e do pH. A
concentracdo do polimero utilizada foi baseada em estudos prévios (Augusto, 2019;
Augusto et al.,, 2020). O pH das solugdes utilizadas foi padronizado em 4,5 para
eliminar um potencial fator de confuséo na analise dos resultados. Para aumentar o
pH foi utilizado solucdo de hidroxido de potassio (KOH) 0,1M e para diminuir foi
utilizada solucdo de &cido cloridrico (HCI) 0,1M. A medicdo da viscosidade foi
realizada utilizando-se um viscosimetro rotacional (Brookfield DV2T, Brookfield
Engineering Laboratories, Inc., Middleboro, MA, USA) ap6s o ajuste do pH. Os
valores de viscosidade (em Cp) estdo descritos na Figura 4.

A concentracdo de fluor nas solugdes (Figura 4) foi determinada por meio de
eletrodo sensivel ao fluor (PerfectlON, Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Suica). Para
tal foi construida uma curva de calibracdo com 5 solu¢gBes padrdo de fluoreto de
sédio de concentracdo conhecida (0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, 100 ppm e 1000 ppm).
Para calibragdo, 1 ml de cada solugcdo foi misturado em 1 ml de TISAB Il e as
medidas foram feitas em temperatura ambiente (25°C * 2°C), sob agitacéo
constante, e em triplicata. Apos a calibragéo do eletrodo, 1 ml das solugfes testadas

foi misturado com 1 ml de TISAB Il e entdo obtidos os valores de milivoltagem da
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mesma forma que as solu¢des padréo, que posteriormente foram convertidos em
pg/ml.
As especificacdes das substancias testadas estdo descritas no Quadro 1.

Figura 4 — Divisdo dos grupos, viscosidade (cP) e concentracdo de flior (pug/ml) das

solucdes experimentais apos preparo e ajuste de pH para 4,5

GRUPO SOLUGOES
CONTROLE EXPERIMENTAIS

S
Cloreto de Estanho 800 ppm Sn*?

Viscosidade: 1,36 cP + 0,03
Concentragio de flior: 0,885 pg/ml + 0,009

Cc
Agua ultrapura

. Viscosidade: 1,37 cP + 0,03
Concentragdo de fitior: 0,008 pg/ml + 0,001

AMC
Aminometacrilato 2%

Viscosidade: 3,36 cP + 0,02
Concentrac&o de flior: 0,102 pg/ml + 0,003

F
Fluoreto de Sodio 225 ppm F-

Viscosidade: 1,37 cP + 0,03
Concentracdo de fllior: 217,65 pug/ml + 2,608

FS

Fluoreto de Sodio 225 ppm F-
+

Cloreto de Estanho 800 ppm Sn*2

Viscosidade: 1,37 cP £ 0,03
Concentragéo de flior: 212,96 ug/ml + 1,095

AMC+F

Aminometacrilato 2%
+

Fluoreto de Sodio 225 ppm F-

Viscosidade: 3,03 cP + 0,04
Concentragdo de fltior: 244,78 pg/ml + 2,933

AMC+FS

Aminometacrilato 2%
+

Fluoreto de Sodio 225 ppm F-
+
Cloreto de Estanho 800 ppm Sn*2

Viscosidade: 2,68 cP + 0,04
Concentragéo de flior: 210,96 ug/ml + 4,544

Fonte: Elaborado pelo autor.



a7

Quadro 1 — Especificagdes dos materiais utilizados

Polimero Fabricante Férmula estrutural
Aminometacrilato Evonik Industries, Essen, ! | \
Alemanha Fot e e 5
/N\CHs \CuHs \CH3
Fluoreto de Sédio Sigma-Aldrich, Brasil Na—F
Cloreto Estanhoso Sigma-Aldrich, Brasil Cl=sSn=Cl
) Instituto de Ciéncia e
Agua Ultrapura Tecnologia de Sao José M
dos Campos o o

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7.2 Preparo dos espécimes bovinos

Para este estudo foram utilizados 504 espécimes (252 em esmalte e 252 em
dentina) obtidos de incisivos bovinos recém extraidos, de animais jovens, com idade
média de 3 anos. Os dentes foram limpos (Figura 5A) com curetas periodontais (Hu-
Friedy, Chicago, USA) para remocdo completa dos tecidos moles aderidos a
superficie, e submetidos a profilaxia, com uma mistura de pedra-pomes e agua,
aplicada com escova de Robinson. Foram entdo imersos por 24 h em solugéo de
timol a 0,1% para desinfeccdo e, na sequéncia, ficaram armazenados em &agua
destilada, sob refrigeracéo a 4°C, até a época do seu uso.

Apo6s remocédo das raizes com um disco diamantado (Figura 5B), as coroas
foram fixadas a base de uma cortadora de amostras circulares com a face vestibular
voltada para cima e foram obtidas amostras cilindricas de esmalte bovino e dentina
radicular utilizando-se uma broca diamantada trefina com 4 mm de didmetro interno
(Figura 5C e 5D). A fim de padronizar a altura dos espécimes, eles foram
posicionados em um dispositivo metalico que contém um orificio circular com

diametro de 4 mm e altura de 2,1 mm e tiveram suas extremidades planificadas
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utilizando lixas de carbeto de silicio de granulacdo P600 (Extec Corp., CT, USA)
acopladas a politriz circular (Panambra, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil) a
velocidade de 300 rpm, sob refrigeragdo constante (Figura 5E e 5F) (Borges et al.,
2012).

Figura 5 — Preparo inicial do espécime

Legenda: A) Dente limpo; B) Separagéo da coroa e raiz com disco diamantado; C) Corte da amostra
circular com broca diamantada trefina de 4 mm sob irrigacdo; D) Aspecto da amostra apés corte; E)
Padronizacdo da altura do espécime utilizando um dispositivo metalico e lixa P600; F) Aspecto da
amostra ap6s padronizagdo da altura.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os espécimes planificados foram embutidos em resina acrilica utilizando
uma matriz de silicone que possuia orificios com diametro de 6 mm, profundidade de
3 mm (Figura 6A, 6B, 6C e 6D).

Apbés o embutimento, os espécimes foram posicionados com sua base
voltada para baixo em um dispositivo metdlico com 6 mm de diametro e
profundidade definida em 2 mm para padronizagao da altura (Figura 6F) utilizando a
lixa de carbeto de silicio de granulagdo P1200 (Struers A/S, Denmark), acoplada a
uma politriz semiautomatica (Tegramin 25, Struers A/S, Denmark) (Figura 6E) com
30 N de forca a velocidade de 120 rpm eixo superior e 300 rpm eixo inferior, sob
refrigeracdo constante. Em seguida, para proporcionar o polimento, o topo dos

espécimes foi voltado para baixo e foram utilizadas lixas de carbeto de silicio de
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granulacao P1200, P2400 e P4000 seguidas de tecido para polimento MD Nap, MD
Dac (Struers A/S, Denmark) durante 5s, 15s, 30s, 60s e 60s respectivamente sob
refrigeracao constante (Figura 6G). A cada troca de lixa foi realizado um banho em
ultrassom utilizando agua ultrapurificada durante 5 min para remocéo de residuos

dos gréos abrasivos.

Figura 6 — Embutimento e polimento do espécime

Legenda: A) Matriz de silicone com 6 mm de largura e 3 mm de profundidade; B) Encaixe do
espécime de 4 mm de largura com topo voltado para baixo; C) Insercéo da resina acrilica; D) Aspecto
do espécime apds embutimento em resina acrilica; E) Politriz semiautomética com suporte metalico
para posicionamento dos espécimes; F) Espécimes posicionados para polimento; G) Aspecto do
espécime apés polimento.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os espécimes foram observados em lupa estereoscopica para deteccdo de
trincas ou algum outro defeito de estrutura. Em seguida, os espécimes foram
esterilizados com radiacdo gama, com uma dose de 25 kGy (Wegehaupt et al.,
2012). A fonte de irradiacao consiste de um irradiador multipropésito de Cobalto-60
localizado no Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — IPEN (S&o Paulo,
SP, Brasil) (Aivazoglou, 2009; Avila et al., 2020a).

As amostras foram previamente desmineralizadas em &cido cloridrico 0,01
M, pH 2,3, por 3 min visando produzir uma leve erosao inicial (Korner et al., 2020).
Apos, foi realizado a leitura da microdureza superficial para permitir a estratificacéo
dos espécimes por grupos, a fim de padronizar a condicéo inicial (metodologia
detalhada no item. 4.7.7). Em seguida os espécimes foram armazenados em

umidade relativa 100%, a 4°C até a sua utilizacao.

4.7.3 Preparo dos dispositivos intraorais

Os participantes tiveram suas arcadas superiores moldadas com alginato de
presa rapida (Jeltrate® Plus, Dentsply Industria e Comércio Ltda, Petrépolis, RJ,
Brasil). A partir do molde obteve-se o0 modelo de gesso, no qual foi confeccionado o
dispositivo intraoral palatal com resina acrilica (Figura 7A).

Trés nichos com profundidade de 2 mm e largura de aproximadamente 6
mm foram confeccionados nesses dispositivos, nas regides de pré-molares e
molares, em ambos os lados (Figura 7B) (Avila et al., 2020b). Os nichos foram
confeccionados no dispositivo de forma que a amostra fosse inserida pela face
voltada para o palato, impedindo que se soltasse, e que apenas a superficie a ser
avaliada ficasse em contato com a cavidade oral para formagdo da pelicula
adquirida e para que nao acontecesse uma abrasdo adicional indesejada na
superficie dos espécimes, causada pela acdo da lingua. Os dispositivos foram
instalados e ajustados nos participantes numa segunda consulta. Nessa mesma
consulta, os participantes foram submetidos a profilaxia e receberam orientacdes por
escrito quanto ao uso do dispositivo. Os dispositivos foram entdo desinfetados com

hipoclorito de sddio a 1% por 10 min, seguido de lavagem com agua corrente. No dia
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anterior a cada fase do estudo, os espécimes foram fixados nos nichos dos
aparelhos utilizando cera pegajosa.

Figura 7 — Dispositivo intraoral

Legenda: A) Dispositivo em resina acrilica; B) Nichos para inser¢do dos espécimes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7.4 Procedimento experimental

A exposicao as solucdes de tratamento foi realizada no periodo matutino
levando em consideragcédo a influéncia do ciclo circadiano no fluxo e composicao
salivar (Ferguson, Botchway, 1980). Portanto, no dia do experimento o voluntério se
alimentou normalmente pela manhd e logo apds realizou a higiene bucal com
dentifricio ndo fluoretado (Cocoricé, Bitufo, Sdo Paulo, Brasil) fornecido.
Compareceu a clinica do Departamento de Odontologia Restauradora do ICT-SJC
Unesp, e instalou o dispositivo no palato e aguardou 5 min para formacdao inicial da
pelicula adquirida e entdo realizou bochecho por 1 min com 5 ml da solugdo de
tratamento determinada pela alocagdo aleatéria (realizada pelo software
Random.org). Os grupos de tratamento foram determinados conforme a solugdo

empregada, mostrados na Figura 4.
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Apés o tratamento, o voluntario aguardou 30 min sem ingerir alimentos,
intervalo necessério para a maturagdo da pelicula adquirida na superficie dental
(Niemeyer et al., 2021; Weber et al., 2015). Decorrido o tempo, foi realizada a
exposicao extraoral dos espécimes ao acido cloridrico a 0,01 M, pH 2,3, sob
agitacdo por 3 min, a fim de se evitar o contato dos dentes naturais do voluntario
com a solucdo &cida (Figura 8). Os passos descritos foram repetidos seis vezes,
caracterizando uma ciclagem erosiva de curta duragdo. Optou-se por realizar a
ciclagem erosiva ao invés de uma aplicacao Unica, para possibilitar maior exposi¢ao
dos espécimes as solucdes de tratamento, uma vez que resultados mais favoraveis
foram observados com esta metodologia no estudo piloto realizado.

Em cada uma das sete fases do estudo, foram realizados os mesmos
procedimentos experimentais citados acima, com um intervalo minimo de dois dias,
para garantir o periodo de wash-out entre a exposicdo as diferentes solucdes
tratamento (Kensche et al., 2019; Nehme et al., 2019).

Figura 8 — Esquema passo-a-passo da sequéncia de procedimentos realizados a

cada fase do experimento, no periodo matutino

Repetir 5 vezes
Instalagéo do Imerséo do
dispositivo intracral Bochecho por 1 " dispositivo com os.
com os espécimes minuto com 5 ml de Remog&o do espécimesem
de dentina e Aguardar uma das_sclucues Aguardar dispositivo HCl a 0,03% por
esmalte bovino 5 minutos pesquisadas 30 minutos palatal 3 minutos

R & d A
) U

=

Sexta repeticdo
Agitagdo do espécime por  Agitagdo do
5 minutosem 5 mlde espécimeem
Preparo para analise NaOCl a 3% e enxague 200yl de HCla
da concentragio de em agua ultrapura por 0,03% por
calcio e fosforo de 4 20 segundos 3 minutos
Reinstalagdodo espécimes (dois de N _
dispositivo intraoral Bochecho por 1 - esmalte e dois de N I
com os espécimes minute com 5 mAI de Remogdo do dentina) |
de dentina e Aguardar uma das solugdes Aguardar dispositivo 1] U
esmalte bovino 5 minutos pesquisadas 30 minutos palatal v
{ g %‘ f > {". Armazenamento do espécime em
It 0 fIr ity Preparo para analise 0,5 ml de solugao de KOH a 1M, sob
L L dﬂ ‘=°"‘5me9“ de leve agitacdo, por 24 h, em
fidor solivel em KOH temperatura ambiente
das 2 amostras <
restantes (uma de |
esmalte e uma de
dentina) U

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.7.5 Calculo da perda erosiva por meio da mensuracdo da concentracdo de

célcio e fosforo por método colorimétrico em espectrofotémetro

Apébs o ultimo tratamento e exposi¢cao a saliva por 30 min, quatro dos seis
espécimes (dois de esmalte e dois de dentina) foram removidos dos dispositivos
intraorais para serem enxaguados sob agitacdo constante por 5 min em 5 ml de
solucdo aquosa de Hipoclorito de Sodio (NaOCI) a 3%, com objetivo de remover a
pelicula salivar da superficie antes da analise da concentracéo de calcio e fosforo
perdida (Brevik et al., 2013; Lussi et al., 2012), uma vez que o calcio presente na
pelicula (devido a afinidade das proteinas da pelicula por este ion) pode ser liberado
no meio, atuando como um fator confundidor (Jager et al., 2011).

Em seguida, as amostras foram enxaguadas com &agua ultrapura (20 s) e
secas com papel absorvente sem encostar na superficie dental para a ultima
imersdo no acido em tubos Eppendorf. Tal procedimento permitiu realizarmos uma
microbidpsia para a andlise da concentracdo de calcio e fosforo presentes nas
solucBes &cidas obtidas do esmalte e dentina (Attin et al., 2005; Hannig et al., 2005).
Para isso, foram aplicados 200 uL de acido cloridrico 0,01 M, pH 2,3, sob agitacéo
por 3 min em cada espécime (Figura 9). Optou-se pelo uso do &cido cloridrico por
ser mais adequado a andlise de célcio das amostras, uma vez que o acido citrico
pode favorecer a formagcao de complexos quelantes, potencialmente interferindo na
mensuracao do calcio nas amostras acidas (Attin et al., 2005; Hannig et al., 2005).

Os espécimes de esmalte foram armazenados em umidade relativa, para
posterior mensuracdo de microdureza superficial final. As amostras acidas coletadas
dos espécimes de esmalte e dentina foram armazenadas em tubo Eppendorf, a 4°C
para subsequente calculo da perda erosiva através da mensuragédo da concentracao
de célcio e fésforo por método colorimétrico.

Essa avaliacdo ocorreu por meio de método colorimétrico utilizando um leitor
de microplacas com funcdo de espectrofotometro (Synergy™ HTX Multi-Mode
Microplate Reader), combinado com o Kit KO51 para mensuracéo do calcio (Bioclin,
2020a) e o Kit K020 para o fésforo (Bioclin, 2020b).

Previamente as leituras, foi necessario o preparo da curva de calibracdo

para estabelecer o grau de concordancia entre uma solucdo padrdo contendo uma
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concentragéo de célcio conhecida e a concentragcdo de calcio obtida nas amostras
coletadas. A curva de calibragéo foi realizada em duplicata e gerou ensaios com 0
(ensaio branco); 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2,0 ug/poco. Feito isso, partiu-se para as
leituras em duplicata das amostras coletadas (5 yL de amostra cada), que foram
removidas do tubo Eppendorf e depositadas nos pocos restantes da microplaca
transparente contendo 45 uL de agua ultrapura. Posteriormente, 150 uL reagente
enzimatico Arsenazo IIl (Hannig et al., 2005) foi adicionado para permitir a deteccéo
de calcio na curva de calibracdo e amostras. A microplaca foi posicionada no leitor
de microplacas (Figura 9) e entdo a absorbancia foi avaliada utilizando um
comprimento de onda de 675 nm a temperatura ambiente (Bioclin, 2020a).

Figura 9 — Esquema da coleta das amostras no tubo Eppendorf até o

posicionamento no leitor de microplacas

Esquemarepresentativo do preparo da

Coleta de microplaca, com a amostra, agua ultra pura e Leitura em
5 pl da amostra reagente sensivel ao mineral (calcio ou
fosforo) Espectrofotometro
[}
i

00 SYNERGY
00 - =

4
—

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para analise do fosforo, a técnica utilizada foi semelhante, sendo, portanto,
preparada a curva padrdo para leitura do fosforo, baseada na reacéo entre o fosforo
e 0 molibdato (Bioclin, 2020b) com leitura sob comprimento de onda de 650 nm
(Hannig et al., 2005). Os valores foram determinados em mg/ml.

A partir desses dados obtidos foi realizada a média das duplicatas
possibilitando determinar a concentracéo de ions de calcio e fosforo presentes nas
amostras. Esses valores foram entdo foram entdo convertidos em mmol/L e

utilizados para o calculo da perda mineral de calcio e fosfato assumindo que
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esmalte/dentina consistem em hidroxiapatita estequiométrica (HA), com 87%vol €
50%vo de contetado mineral para esmalte e dentina, respectivamente (Ganss et al.,
2005, 2009), sendo que:

Perda mineral (pg) = (concentracdo (mmol/L) x volume da solucéo de eroséo

(L) x M massa atdmica do mineral analisado (u)) / fragdo em HA (p/p)

Considerando o volume da solucdo de erosdo de 200 pL (0,0002 L); a
massa atbmica do mineral analisado para calcio de 40,078 u e de fosforo de 30,973
u; a fracdo de calcio em hidroxiapatita de 0,399 p/p e de fésforo em hidroxiapatita de
0,185 p/p (Ganss et al., 2005, 2009; Nikiforuk, 1985). E a partir dos valores obtidos

foi entdo determinada a perda erosiva:

Perda erosiva (um) = perda mineral para célcio + para fésforo (ug) / (densidade
de HA (g/cm) x area experimental (mm?))

Foi considerada a densidade de hidroxiapatita em esmalte de 3,15 g/cm? e
em dentina de 2.35 g/cm?® (Ganss et al., 2005, 2009; Nikiforuk, 1985). A &rea
experimental foi calculada com base na superficie do espécime cilindrico com 4 mm
@ (12,56 mm?).

4.7.6 Andlise da microdureza superficial em esmalte para o calculo do

percentual de reducédo da microdureza

O ensaio de microdureza objetivou avaliar o efeito protetor dos tratamentos
na presenca dos episédios erosivos sobre 0s espécimes de esmalte e neste estudo

foi realizado em dois momentos:

a) E1: Apos a primeira imersdo em solugdo acida (3 min) para se obter o

valor de microdureza ap0s desmineralizacao inicial;
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b) E2: Apoés o final da ciclagem erosiva, para se avaliar o potencial efeito
protetor das solugdes testadas.

A leitura da microdureza inicial e final dos espécimes foi realizada com
indentador Knoop montado em microdurébmetro (FM-700, Future-Tech, Tokyo,
Japéao), com aplicacdo de carga de 50 g durante 10 s sob a superficie do esmalte
(Figura 10A e 10B). Foram realizadas trés indentagdes com distancia de 100 um
entre elas. Foi utilizada a média dos valores de dureza obtidos nas trés indentacdes
para o célculo do percentual de reducdo da microdureza (%KHNred), utilizando a

equacao:

%KHNred = [(E2 — E1) / E1] X 100

Legenda: A) Indentador sobre a amostra; B) Aspecto da indentacao inicial.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.7.7 Determinacédo da concentracdo de flaor solavel em KOH

A concentracao de fluor adsorvido a superficie dental foi determinada por um
eletrodo sensivel ao flior (ThermoScientific Orion 9609NWP, Waltham,

Massachusetts, EUA). Foi expressa em mV para posterior conversdo em pg/cm? de
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acordo com a comparagcao com uma curva de calibracdo com solugbes padréo de
fluoreto de sddio de concentragdo conhecida (0,01 ppm, 0,1 ppm, 1 ppm, 10 ppm, e
100 ppm). Para calibragéo, 500 pyL de cada solucgéo foi neutralizada com 500 yL de
solugcdo HCIOsa 1 M e 1 ml de TISAB II.

Um espécime de esmalte e dentina de cada voluntario foi separado para a
andlise adicional de flGor solavel. Para tal, cada espécime foi imerso em um tubo
Eppendorf contendo 500 pL de solucdo de KOH a 1M, sob leve agitacao, por 24 h,
em temperatura ambiente (Calavska et al., 1975). Apds esse periodo, 0s espécimes
foram lavados em agua ultrapura e armazenados em umidade relativa e uma
amostra da solucdo de KOH (250 pL) foi transferida para um recipiente plastico e
neutralizada com 250 yL de solucdo de HCIO4 a 1M. Entdo, 500 pL de solugéo de
TISAB Il foi adicionada ao recipiente. As medidas foram feitas em temperatura
ambiente (25°C + 2°C), sob agitacdo constante utilizando uma barra e agitador
magnético. O valor de flior fracamente adsorvido na superficie do esmalte e dentina
foi calculado conforme o volume da solucdo de KOH utilizado e a area da superficie

do espécime e assim foram obtidos os dados em pg/cm2.

4.8 Delineamento estatistico

A estatistica descritiva consistiu no calculo da média e desvio-padrao obtidos
em cada condicdo experimental. Para o desfecho primario a variavel dependente foi
a perda erosiva para esmalte ou dentina calculada com base nos valores de
concentracdo de calcio e fosforo coletados na solucdo &cida medidos por
espectrofotometria colorimétrica. A variavel independente foi representada pelas
solucdes de tratamento. Para os desfechos secundarios a variavel dependente foi a
porcentagem de reducdo da microdureza obtida por microdureza superficial em
esmalte ou a quantidade de flior solivel em KOH de esmalte e dentina com variavel
independente representada pelas solu¢des de tratamento.

A estatistica inferencial foi realizada pelo software Statistica for Windows
(StatSoft, California, EUA) para o esmalte e dentina separadamente. Os requisitos

de normalidade e homoscedasticidade foram atendidos para os dados de perda
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erosiva calculada e para porcentagem de reducao da microdureza, verificados pelos
testes de Shapiro-Wilk e Brown-Forsythe e os dados de concentracdo de fldor
soluvel em KOH foram transformados em logio(X), para atenderem aos
pressupostos da andlise de variancia. Realizou-se entdo a aplicacdo do teste
estatistico ANOVA de medidas repetidas (Rm-ANOVA), considerando os voluntarios
como a variavel de repeticado e foi empregado o teste de compara¢gdes multiplas de
Tukey devido a deteccao de diferenca significante. O nivel de significancia adotado
foi de 5%.

As hipoteses de nulidade testadas foram:

Ho1: Nao ha diferenca no efeito antierosivo da pelicula adquirida associada
as diferentes solucdes experimentais testadas, medido por concentracdo de perda
erosiva calculada apds microbiopsia do esmalte e dentina;

Ho2: Nao ha diferenca no efeito protetor das diferentes solucdes testadas
medido por andalise da microdureza superficial do esmalte;

Hos: Nao ha diferenca na concentracdo de fltor solivel em KOH obtido sob a

superficie de esmalte e dentina para os diferentes tratamentos.
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5 RESULTADOS

5.1 Fluxograma CONSORT

Por se tratar de um estudo cruzado e aleatorizado foi elaborado um
fluxograma, seguindo as normas do CONSORT (Consolidated Standards of
Reporting Trials) para estudos cruzados (Dwan et al.,, 2019), projetado para
documentar o fluxo de registros de participantes do ensaio, seguindo os critérios de

incluséo e aleatorizacao dos voluntarios (Figura 11).

Figura 11 — Fluxograma CONSORT do recrutamento e aleatorizagdo dos voluntarios

do estudo em diferentes solugdes experimentais

Avaliagdo para elegibilidade (n=12
Randomizagao para alocagao em sequéncia aleatonia (n=12)

Alocado na sequénciaaleatoria de exposicio

Cc Cc FS AMC. C,AMC FS
S S AMC+F, AMC+FS S, AMC, S
AMC+FS, F, F.AMC AMC+F, AMC+F, [
AMC, F, AMCH+F, C, W c FS F
AMC+F, FS,AMC, S MC C FS F, AMC+FS
FS AMC+F | AMC+FS (n=1 S S.F AMC+FS | AMC*F
—1 (n=1) n= n= (n=1) (n=1)
S S C c c FS F c AMC C FS
n= n= n= n=1 n=1) n=1) n U
periodo de wash-out de dois dias
AMC+FS F AMC+F AMC S s AMC+F C AMC+FS | AMC+FS AMC AMC
n=1 {n=1) (n=1) {n=1) n=1) n=1 n=1) (n=1) n=1) (n=1 n=1) (n=1
periodo de wash-out de dois dias
AMC+F c s F AMC+FS F F FS F AMC+F s s
n=1 n=1 (n=1) {n=1) n=1) n=1 n=1) (n=1) n=1) (n=1 n=1) (n=1)
periodo de wash-out de dois dias
Fs Fs AMC+FS | AMC+FS AMC AMC+F AMC AMC AMG-E c AMCH+E c
1 =1 n=1) n=1) n=1 n=1 =1 (n=1) n=1 n=1 n=1 n=
periodo de wash-out de dois dias
AMC AMC+FS AMC C+F F FS Cc S AMC FS S F
n=1) (n=1) n=1) s n= (n= ¥
periodo de wash-out de dois dias
s AMC+F FS AMC+F AMC S AMC+FS S S AMC+FS
n n=1) n (n= v n v
periodo de wash-out de dois dias
c AMC F s FS AMC+F AMC+FS AMC+F FS F AMC+FS AMC+F
n=1 n=1 n=1) n= n=1) (n=1 n=1) n= n=1 =1 n=1) (n=1)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Célculo da perda erosiva, percentual de reducdo da KHN e flaor solivel em
KOH para esmalte

Os resultados apresentados abaixo referem-se a concentracdo de calcio e
fésforo mensurados por método colorimétrico em espectrofotbmetro nas amostras
acidas coletadas, o percentual de reducdo da microdureza e a concentracdo de
fldor solivel em KOH para o substrato de esmalte. Os dados de concentracdo de
calcio e fésforo foram inseridos nas formulas previamente descritas a fim de se
obter valores de perda erosiva para 0s espécimes tratados com cada solucao
experimental. Os dados descritivos de média e desvio-padréo da perda erosiva para

esmalte estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Meédia, desvio-padrdo e comparacdes multiplas de Tukey da
concentracéo de calcio/fésforo (mg/ml) e da perda erosiva calculada (um) de acordo

com a solucédo experimental (tratamento) realizada sob a superficie dos espécimes

de esmalte
Solucgao Concir;[:?gao de Concf%rlstfr()alr%ao de Perda erosiva
C 0,3950 + 0,030 0,1267 £ 0,018 8,463 +0,73 A
S 0,4017 £ 0,032 0,1292 +£ 0,031 8,613+0,1° A
AMC 0,3508 + 0,039 0,1217 £ 0,023 7,763+0,93 AB
F 0,3275 £ 0,038 0,1100 £ 0,014 7,153 +0,73 B
FS 0,3667 + 0,058 0,1167 £ 0,018 7,823+0,1° AB
AMC+F 0,2767 +£ 0,058 0,0908 £ 0,017 5,983+0,1? C
AMC+FS 0,3117 £ 0,061 0,1067 + 0,023 6,86 +0,12 BC

Legenda: Letras mostram diferenca nas colunas para tratamento com as diferentes solucbes
experimentais (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.

O teste estatistico ANOVA de medidas

repetidas

(Rm-ANOVA),

considerando os voluntarios como a variavel de repeticdo, evidenciou diferenga

significante entre as soluc¢des testadas (p=0,00001). Foi entdo aplicado o teste de
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comparacdes multiplas de Tukey para localizagdo das diferencas. O grupo AMC+F
exibiu os menores valores de perda erosiva calculada, similar ao grupo AMC+FS. O
grupo F exibiu valores intermediarios, significantemente menores do que o controle
negativo. Os demais grupos nao diferiram do controle.

Os dados descritivos de média e desvio-padrdo do percentual de reducéo da

KHN e flior soluvel em KOH para esmalte estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Média, desvio-padrdo e comparacbes multiplas de Tukey do percentual
de reducéo da KHN (%KHNred) e do flior solivel em KOH (ug/cm?) de acordo com o

tratamento realizado sob a superficie dos espécimes de esmalte

Solugéo Microdureza | Microdureza | % de reducdo da | FlGor solGvel em
El E2 KHN KOH

C 282,15+11,88 | 170,03 + 13,67 | -37,74+4,66 | A | 0,0533+£0,03| A

S 289,17 +12,27 | 179,28 +17,18 | -37,85+4,98 | A | 0,0931£0,07 | A
AMC 296,92 + 19,69 | 216,64 + 13,58 | -26,83+2,56 | B | 0,0543+£0,03| A

F 293,09 +£12,42 | 203,30 £13,31 | -31,05+3,45 | B | 0,7844+£0,24 | B

FS 280,21 +17,28 | 194,73 +11,09 | -30,39+5,04 | B | 1,7415+£0,41 | D
AMC+F 296,21 +7,11 | 233,35+£12,99 | -21,02+£492 | C | 1,2747+0,21 | C
AMC+FS | 293,25 + 19,02 | 235,16 £ 12,37 | -19,37+4,16 | C | 1,4915+ 0,36 | CD

Legenda: Letras mostram diferenca nas colunas para tratamento com as diferentes solucdes
experimentais (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para os dados de percentual de reducéo da microdureza superficial contra a
erosdo inicial observa-se que os grupos com melhor desempenho foram os
compostos por polimero e solucdes fluoretadas (AMC+F e AMC+FS). Os grupos F,
FS e AMC apresentaram potencial protetor intermediario e significantemente maior
gue o controle negativo.

Para os dados de concentracdo de fluor solivel em KOH em esmalte o
resultado do teste de comparacdes multiplas de Tukey evidenciou que ndo houve

diferenca entre os grupos que ndo continham fldor. O grupo FS exibiu maior
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concentragéo de flior adsorvido na superficie do esmalte, similar ao grupo AMC+FS.
O grupo AMCH+F foi similar ao AMS+FS e significantemente maior do que o F, que

exibiu valores intermediarios.

5.3 Calculo da perda erosiva e fluor soluvel em KOH para dentina

Os resultados apresentados abaixo referem-se a concentracdo de célcio e
fésforo mensurados por método colorimétrico em espectrofotdmetro nas amostras
acidas coletadas e a concentracdo de fluor soluvel em KOH para o substrato de
dentina. Os dados descritivos de média, desvio-padrdo e comparacdes multiplas de
Tukey da concentracdo de calcio, fosforo e perda erosiva estdo apresentados na
Tabela 3, assim como os valores obtidos para a analise adicional da concentracao
de fldor soluvel em KOH.

Tabela 3 — Meédia, desvio-padrao e comparacdes multiplas de Tukey da
concentragéo de calcio/fésforo (mg/ml), da perda erosiva (um) e do fluor soluvel em

KOH (ug/cm?) de acordo com o tratamento realizado sob a superficie dos espécimes

de dentina
Soluco Conceqtrqgéo Conce}ntragéo Perda erosiva Fluor solavel em
de célcio de fosforo KOH
C 0,3683 + 0,0204 | 0,1367 +0,0137 | 11,2 +0,72 |A| 0,0828 +0,0428 | A
S 0,3792 +0,0239 | 0,1292 £ 0,0239 | 11,2°+0,12 |A| 0,1387 £0,0888 | A
AMC 0,3333 +0,0365 | 0,1150 + 0,0138 | 9,862 +0,83 |B| 0,0390 £ 00,0198 | A
F 0,3058 + 0,0162 | 0,1175+0,0122 | 9,49°+0,5° |B| 1,0726 + 00,4920 | B
FS 0,3258 + 0,0382 | 0,1142 + 0,0090 | 9,70+ 0,83 |B| 1,6565+0,5458 | C
AMC+F | 0,2233 +0,0373 | 0,0875 +0,0160 | 6,99°+0,12 |c| 0,8165+0,3355 | B
AMC+FS | 0,2675 + 0,0452 | 0,0983 + 00,0153 | 8,13%+0,12 |D| 0,8644 +0,3116 | B

Legenda: Letras mostram diferenca nas colunas para tratamento com as diferentes solugbes

experimentais (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Na perda erosiva para o substrato de dentina o grupo AMC+F exibiu os
menores valores de perda erosiva calculada, seguido do grupo AMC+FS. Os grupos
F, FS e AMC exibiram valores intermediarios, significantemente menores do que o
controle negativo. O grupo S nao diferiu do controle.

Os dados de concentracdo de fldor soluvel em KOH para dentina
evidenciaram que ndo houve diferenca entre 0os grupos que ndo continham fltor. O
grupo FS exibiu maior concentracédo de flior adsorvido na superficie da dentina. Os

grupos F, AMC+F e AMS+FS exibiram valores intermediarios.
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6 DISCUSSAO

Buscando mimetizar condigbes mais clinicamente relevantes, este estudo foi
desenvolvido empregando um modelo in situ, com voluntarios selecionados de
acordo com os critérios de inclusdo previamente descritos. Para minimizar fatores
confundidores, todos os voluntarios selecionados apresentavam adequado fluxo
salivar e auséncia de sinais de desgaste erosivo. Além disso, em situacdes clinicas,
as superficies dentarias estdo recobertas pela pelicula adquirida, e portanto, a
formacdo desta em condi¢cdes naturais no estudo evita que as proteinas salivares
coletadas possam sofrer alteracdo ou degradacédo, como pode ocorrer em estudos in
vitro (Batista et al., 2016; Pela et al., 2020). Ressalta-se que a presenca da pelicula
contribui para um melhor entendimento da interagdo entre as solucdes
experimentais formadoras de filme e o conjunto proteinas presentes na pelicula
adquirida/dente. Porém, é preciso considerar o desenvolvimento da mesma de
acordo com o tempo de exposicdo do dente a saliva, uma vez que o aumento da
espessura da pelicula formada sobre o esmalte tem influéncia sobre o efeito protetor
(Hannig, 1999), assim como a influéncia do tratamento com fluoretos e compostos
metalicos na formacéo e composicao da pelicula (Rykke et al., 1991).

A camada basal da pelicula adquirida comeca a se formar poucos segundos
apos o contato da saliva com a superficie dental, uma vez que os ions calcio da
saliva se adsorvem aos ions fosfato predominantemente presentes na superficie do
esmalte, formando uma camada de hidratacdo com carga elétrica positiva. Essa
mudanca de carga elétrica superficial, guando combinada a forcas de Van der Waals
e interacBes hidrofobas, permite que as proteinas salivares com carga elétrica
negativa como as histatinas, estaterinas e proteinas ricas em prolina (PRPS)
adsorvam-se sobre a superficie dental (Barbour et al., 2005; Buzalaf et al., 2012;
Hannig, Hannig, 2014; Lee et al., 2013; Scaramucci et al., 2012) Estas proteinas
sdo capazes de se ligar ao célcio, mantendo altas concentracdes destes ions no
interior da pelicula e na regido préoxima a superficie da hidroxiapatita, auxiliando na
homeostase mineral da interface esmalte-pelicula frente a desafios erosivos e
consequentemente, reduzindo sua desmineralizagdo (Hannig, Hannig, 2014; Hannig,
Joiner, 2006; Jager et al., 2011).
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Essa camada de peptideos e proteinas salivares densa em elétrons
aumenta em espessura (entre 10 e 20 nm) em poucos minutos e permanece estavel
por cerca de 30 minutos, o que justifica nossa escolha para tempo de formacgéao de
pelicula inicial de 5 minutos, seguido de tratamento com a solucdo experimental
objetivando aperfeicoar o entendimento do quanto ambas competiriam pelos sitios
de ligacdo disponiveis no substrato, e subsequente aguardo por 30 minutos para
realizacdo do desafio erosivo visando permitir o inicio do periodo de maturacédo da
mesma, uma vez que a camada externa formada apds esse periodo apresenta alta
solubilidade ao acido (Nekrashevych, Stosser, 2003).

Devido a presenca de calcio no interior da pelicula, resultante da interacao
de tais ions com as proteinas (Jager et al., 2011), foi aplicada uma solucdo de
hipoclorito de sédio ao final do ciclo erosivo, previamente a exposi¢cdo ao Ultimo
desafio acido para coleta final da amostra acida a ser analisada, visando eliminar da
andlise o fator confundidor (calcio presente na pelicula adquirida) (Brevik et al.,
2013; Lussi et al., 2012).

Quanto a escolha do acido cloridrico como desafio erosivo, o objetivo foi
simular uma condicdo de susceptibilidade ao desgaste por acidos de origem
intrinseca, como no caso de individuos com doenca do refluxo gastroesofagico
(DRGE) (Martini et al., 2020), bulimia, anorexia (Carvalho et al., 2015), desordens
somaticas envolvendo periodos de gravidez, alcoolismo e problemas
gastrointestinais, com recorrentes quadros de refluxos, regurgitacdes e vomitos
(Hara et al., 2005). O padrédo de desgaste erosivo nestes pacientes tende a ser
severo, uma vez que o potencial erosivo do suco gastrico pode ser ainda mais
agressivo que o promovido por acidos de origem extrinseca, como bebidas
carbonatadas (Bartlett, Coward, 2001). Ademais, o acido cloridrico é considerado
mais adequado como desafio erosivo para andlises quimicas de calcio das
amostras, uma vez que o acido citrico, comumente utilizado para simular o desafio
acido de origem extrinseca, pode favorecer a formacdo de complexos quelantes,
potencialmente interferindo na mensuragdo do calcio nas amostras acidas pelo
método colorimétrico (Attin et al., 2005; Hannig et al., 2005).

Apesar da quantificacdo de perda mineral de calcio e fosforo ser

considerado um método estabelecido e sensivel, ele ndo permite a percepcdo da
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perda espacial do tecido. Com o objetivo de facilitar a compreensédo dos resultados
obtidos, buscou-se por meio de uma férmula preestabelecida, converter os mesmos
em dados comparaveis a perda erosiva em altura. Portanto, calculou-se a perda
mineral de calcio e fosforo, considerando que estes ions sdo apenas alguns dos
componentes presentes no esmalte e dentina. Os valores foram calculados em
funcdo do volume da solucéo &cida analisada, massa atémica dos minerais e fracao
do mineral em relacdo a hidroxiapatita. Estes dados de perda mineral foram
posteriormente analisados com relacdo a densidade da hidroxiapatita considerando-
se 0 esmalte e dentina e a area da superficie do espécime. Desta forma, os valores
finais foram obtidos em micrometros (Ganss et al., 2009, 2005). Deve-se ressaltar
que estes calculos consideram que o esmalte e dentina apresentam composi¢ao
semelhante a hidroxiapatita estequiométrica e que levam em conta a variacdo do
conteado mineral correspondente a cada tecido e, portanto, tém maior valor
comparativo e ndo devem ser necessariamente extrapolados as condic¢des reais.

Optou-se por realizar a ciclagem erosiva ao invés de uma aplicacao Unica,
para possibilitar maior exposicdo dos espécimes as solucdes de tratamento, uma
vez gue resultados mais favoraveis foram observados com esta metodologia no
estudo piloto realizado.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que as simulagfes da ciclagem
erosiva in situ permitiram rejeitar a primeira e segunda hip6tese nula de que néo ha
diferenca no efeito antierosivo das diferentes solucdes experimentais testadas na
presenca da pelicula adquirida, medida por concentracéo de perda erosiva calculada
apos microbiépsia do esmalte e dentina e percentagem de reducdo da microdureza
em esmalte apdés analise de microdureza superficial. As formulacbes contendo
Fluoreto de Sdédio (F) mostraram potencial de protecdo estatisticamente superior ao
controle negativo com Agua ultrapura (C) frente & perda erosiva, tendo o tratamento
com F reduzido a perda erosiva calculada em 15% em relacdo ao grupo controle
negativo para o substrato de esmalte; e 16% em dentina.

Embora o baixo pH das solugbes experimentais possa favorecer a adsorgao
de fluoretos na superficie dental (Huysmans et al., 2014; Magalhaes et al., 2011,
Petzold, 2001), a concentracdo e o tempo utilizados em enxaguatorios podem néo

ser suficientes para permitir a formacéo de depositos fluoretados (Lussi et al., 2019).
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Portanto, a eficacia do fluoreto de sodio em inibir o processo erosivo vem se
mostrando limitada, devido a sua solubilidade em meio acido (Ganss et al., 2008;
Schlueter et al., 2016) sendo menos estavel sob condi¢des erosivas (Schlueter et al.,
2016).

Compostos polivalentes de cations metéalicos, como o fluoreto de estanho
(SnF?) e o cloreto de estanho (SnCl?) combinado ao fltor vém demonstrando uma
protecdo superior contra o desgaste erosivo (Ganss et al., 2008; Huysmans et al.,
2014; Wiegand et al., 2009). Como foi possivel observar em nosso estudo, estes
compostos devem estar associados, uma vez que o grupo tratado com Cloreto
estanhoso (S) ndo mostrou potencial de protecdo comparado ao controle negativo
com Agua ultrapura (C) frente & perda mineral do dente.

Formulacdes contendo a combinacdo de flior e estanho (FS) tém
apresentado maior eficacia, devido a formacdo de uma camada superficial rica em
Sn*2 sobre a superficie dental, que demonstrou ser mais acido-resistente, além de
reduzir a solubilidade dos reservatérios de CaF? formados, quando empregados em
alta concentracdo (Ganss et al., 2010b, 2010a; Scaramucci et al., 2015; Schlueter et
al., 2009). Corroborando com esses resultados, a analise adicional da concentragéo
de flior solivel em KOH adsorvido a superficie do esmalte e dentina evidenciou
resultados para FS estatisticamente superiores a todos os demais grupos contendo
flior (F, AMC+F e AMC+FS), embora estes também tenham apresentados
resultados estatisticamente superiores aos grupos que ndo possuiam fldor (C, S e
AMC). Assim, também foi rejeitada a terceira hipotese de nulidade.

No entanto, a associacao do enxaguatoério contendo FS ao potencial protetor
da pelicula adquirida ndo mostrou potencial protetor contra a erosao
estatisticamente superior ao grupo F quando calculada a perda erosiva. Tais
resultados podem ter ocorrido devido a necessidade de interagcdo dinamica dos
compostos contendo estanho com a estrutura dental desmineralizada, de forma a
apresentar eficacia protetora (Schlueter et al., 2009). Assim, resultados favoraveis
tém sido obtidos com maior evidéncia quando sob exposicdo prolongada as
ciclagens erosivas (Ganss et al., 2012).

O maior potencial protetor verificado pela perda erosiva foi obtido com as

solugdes contendo o biopolimero Aminometacrilato associado ao Fluoreto de sédio



68

com ou sem o Cloreto estanhoso (AMC+F e AMC+FS). Esse copolimero do
polimetacrilato é utilizado como revestimento de medicamentos para liberacdo de
farmacos no pH estomacal (menor que 5), sendo portanto, sollvel nessas condi¢cdes
(Evonik, 2015a, 2015b), o que sugere seu promissor potencial de formacado de uma
barreira protetora sobre os dentes diante das variacdes do pH bucal.

O tratamento com AMC reduziu a perda erosiva calculada em apenas 8%
em relagdo ao grupo C para o substrato de esmalte; e 12% em dentina. A agdo do
polimero parece estar associada a sua interacdo com a superficie do substrato
dental, por meio de seus grupamentos funcionais amina (-NH*(CH?®)?), que por
estarem protonados em pH &cido, ao entrarem em contato com um pH mais alto,
como o da saliva humana, levam a precipitacdo do polimero (Arends, 1979; Beyer et
al., 2012; Matsumoto et al., 1989; Scaramucci et al., 2015).

Os melhores resultados, por sua vez, foram resultantes da associacdo do
polimero com os fluoretos. O grupo tratado com AMC+F foi estatisticamente superior
a todos os demais grupos para dentina e similar apenas ao AMC+FS para o esmalte
quando calculada a perda erosiva. Especula-se que por meio de atracbes
eletrostaticas, o copolimero AMC seja capaz de se ligar aos sitios de ligacéo
negativos dos ions fosfato, enquanto o fldor se liga aos sitios de ligacdo positivos
dos ions calcio do substrato dental (Scaramucci et al., 2015), se adsorvendo a
superficie dental e modificando seu potencial zeta (Augusto et al., 2020). O
tratamento com AMC+F reduziu a perda erosiva em 29% em relagcdo ao grupo
controle para o substrato de esmalte; e 38% em dentina, mostrando-se promissor
como agente protetor contra a erosao dental. Além disso, devido a seu potencial de
interacdo com o fldor, esta associacdo pode favorecer a retencdo deste ion nos
tecidos moles. Sabe-se que a retencdo de flior nestes tecidos pode prolongar sua
disponibilidade no meio bucal, aumentando o potencial de interacdo do mesmo com
o calcio da saliva (Zero et al., 1992).

Para a combinacdo AMC+FS, o tratamento reduziu a perda erosiva em 19%
em esmalte e 28% em dentina possuindo valores ligeiramente inferiores de protecao
se comparado ao AMC+F. Embora também eficaz, acredita-se que a reducdo da
porcentagem de protecdo dos substratos se deva ao fato de que os ions de estanho,

por possuirem carga positiva, poderiam competir com o biopolimero pela interagédo
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com as proteinas presentes na camada basal da pelicula (Algarni et al., 2015) ou até
mesmo pelos sitios de ligacdo negativos do fosfato presente no substrato dental
(Augusto et al., 2021). Além disso, ions cétions bivalentes como o Sn*? podem
induzir uma reacdo de entrecruzamento das cadeias poliméricas (Bezerra et al.,
2019), como as do AMC (Augusto et al., 2021), unindo-as e reduzindo a ligacdo do
estanho ao substrato (Maitra, Shukla, 2014).

Os resultados favoraveis quanto ao potencial antierosivo da associacao dos
polimeros com as solugbes fluoretadas foram confirmados pelo teste de
microdureza. Observa-se que o potencial protetor dos grupos AMC+F e AMC+FS foi
ainda mais evidente quando comparados ao controle negativo. Isto pode estar
relacionado a presenca de um filme polimérico formando uma barreira fisica
interposta entre a superficie dental analisada e a ponta do indentador. O efeito
protetor observado € resultante da associacdo entre a barreira fisica e sua
capacidade de reduzir a troca ibnica entre a solucdo acida e o substrato dental.

Deve-se ressaltar que o mecanismo de acdo dos diferentes compostos
investigados pode variar dependendo do substrato avaliado. Quando comparados os
resultados de perda erosiva em um, é possivel observar que a dentina apresentou
maiores valores que o esmalte. Isso pode estar relacionado as diferencas da
evolucado do processo erosivo nos dois substratos. Sabe-se que 0 esmalte € um
mineral altamente compactado com estrutura hexagonal e que quando dissolvido na
superficie, se torna irregular e rugoso (Ganss et al., 2014; Ganss, Lussi, 2006).

Ja4 na dentina, por ter uma estrutura biologicamente distinta, o desafio
erosivo de curta duragdo causa uma rapida dissolucao mineral peri e intertubular,
mas sem degradar a porcdo organica, proporcionando a formacéo de uma estrutura
remanescente esponjosa e completamente desmineralizada (Breschi et al., 2002;
Ganss et al., 2014; Prati et al., 2003). Quando a desmineralizac&o erosiva continua,
uma densa camada de colageno desmineralizado forma-se na superficie (Lussi et
al., 2011). Esta camada se transforma em uma barreira de difusdo para as
interacdes quimicas entre o substrato e o meio, levando a uma diminuicdo na
progressdo da erosdo (Ganss et al., 2004; Hara et al., 2005) o que possivelmente
influencia a eficacia dos ingredientes ativos (Ganss et al., 2004). Porém, pouco se

sabe sobre o tempo de permanéncia de tais estruturas sobre a superficie de dentina
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altamente erodida, uma vez que esse colageno pode ser degradado por enzimas em
condicdes clinicas (Ganss et al., 2014; Schlueter et al., 2010).

A capacidade de protecdo com o uso do biopolimero nas combinagcdes
AMC+F e AMC+FS parece ser potencialmente superior em dentina, possivelmente
devido a capacidade bioadesiva do polimero capaz de promover um contato intimo
com as fibras coladgenas expostas da dentina, conforme observado previamente com
o0 biopolimero quitosana. A quitosana também possui caracteristicas catidnicas
promovidas pelo grupamento amina (-NHs*), que proporciona sua reticulacdo entre
as fibras colagenas dentinarias e a formacéo de interacdes eletrostaticas de ligacao
entre o grupamento amina (-NHs*) e os grupos carboxilato (-COO") presentes no
coldgeno que possem carga elétrica negativa disponivel (Persadmehr et al., 2014;
Taravel, Domard, 1993; Ururahy et al., 2017).

Deve-se ressaltar que a escovacdo pode afetar a eficacia protetora de
agentes antierosivos, uma vez que a abrasao pela escovagao potencializa os efeitos
das solucdes &cidas na superficie dentaria, acelerando sua perda (Huysmans et al.,
2011; Schlueter et al., 2020). Além disso, o efeito dos agentes formadores de filme
pode ser potencializado pela interacdo frequente com o substrato e pelicula
adquirida. Assim, estudos futuros devem ser conduzidos a fim de avaliar o
comportamento dos agentes protetores diante dos desafios erosivo/abrasivos em
periodos de exposicao a solucdo experimental (tratamento) e desafio erosivos mais

prolongados.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o biopolimero
Aminometacrilato aumentou efeito antierosivo do Fluoreto de Sédio associado ou
ndo ao Cloreto Estanhoso na presenca da pelicula adquirida sobre o esmalte e a

dentina.
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Fundamentacéo e 2a  Fundamentacdo cientifica e explica¢do do raciocinio 18
objetivos 2b  Objetivos especificos ou hipoteses 39
Métodos
Desenho do 3a  Descri¢do do estudo clinico (como paralelo, factorial) 40
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RECOMENDACOES AOS VOLUNTARIOS

e Vocé esta participando de uma pesquisa sobre o potencial antierosivo de diferentes solugées, considerando-se a agéo da
saliva humana em um modelo de estudo in situ. Os dados serdo obtidos por meio da microbiépsia do esmalte e dentina
bovinos dos espécimes inseridos em um dispositivo intraoral e serd possivel investigar quantitativamente o contetido
mineral (célcio e fosfato) da superficie do esmalte e dentina, a fim de se verificar se as solugcdes a serem testadas
conseguem reduzir a desmineralizagdo do esmalte causada pelos diferentes desafios erosivos presentes na rotina diaria.

e O procedimento sera realizado no periodo matutino levando em consideragdo a influéncia do ciclo circadiano no fluxo e
composicao saliva.

e Vocé sera treinado com relagdo aos procedimentos de higiene bucal para que haja padronizacdo da escovagédo dental
entre os participantes da pesquisa.

e No dia do procedimento, vocé devera se ALIMENTAR e REALIZAR A HIGIENE BUCAL NORMALMENTE ap6s devera
procurar a clinica da Po6s-Graduagao da Disciplina de Dentistica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sao José dos

Campos.

e Sua colaboracéo é extremamente importante para este estudo.

Agradecemos muito a sua colaboragao!
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Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa: “AVALIACAO DO EFEITO ANTI-EROSIVO DE SOLUCOES
CONTENDO O AMINOMETACRILATO: Estudo in situ cruzado randomizado, que possui como pesquisador responsavel a Profa.
Adj. Alessandra Buhler Borges, do Departamento de Dentistica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Séao José dos Campos.
Antes de concordar em participar desse estudo, € importante que vocé leia com atengédo esse formulario. Ele descreve os
objetivos, procedimentos, beneficios, riscos e desconfortos do estudo. As informagdes contidas neste formulario tém objetivo de
firmar acordo escrito mediante o qual vocé (o voluntario) autoriza a sua participagédo na pesquisa, com pleno conhecimento da

natureza dos procedimentos a que se submetera, com capacidade de livre-arbitrio e sem qualquer coagéo.

Contexto e objetivos da pesquisa

O maior tempo de permanéncia dos dentes na cavidade bucal associado ao consumo crescente de bebidas e alimentos
acidos propiciaram um aumento na prevaléncia de desgaste erosivo (processo quimico-mecéanico que resulta em uma perda
cumulativa de tecido dental duro, ndo causado por bactérias) nas Ultimas décadas, especialmente na populagédo jovem. Os casos
mais severos podem levar a dor, além do comprometimento da fungéo e estética dos dentes.

Para prevenir a erosdo dental, diversas estratégias tém sido adotadas, incluindo a utilizagéo e aplicagdo regular de
produtos contendo fluoretos e polimeros, que irdo atuar como uma camada superficial protetora sobre os dentes durante o desafio
acido, evitando temporariamente a dissolugéo do tecido.

O uso de polimeros bioadesivos tem sido investigado como potencial agente protetor contra a eros@o dental. Este
trabalho propde a mensurar o potencial antierosivo de diferentes solugdes contendo ou ndo o polimero Aminometacrilato
associado a solugdes fluoretadas sobre o esmalte dental bovino dos espécimes inseridos no dispositivo intraoral utilizado pelos
voluntarios. O efeito protetor frente a desafios erosivos sera medido por meio da analise da concentragéo de célcio e fosforo,

bem como da microdureza do esmalte bovino apdés o uso do dispositivo intraoral pelos participantes.

Justificativa
Diante da necessidade de se proteger as estruturas dentais frente a desafios erosivos e tendo em vista os resultados
promissores obtidos com polimeros formadores de filme, em especial o Aminometacrilato em combinagéo com fluoreto, torna-se

oportuno testa-los em uma condigéo clinica mais relevante, com a presenga de saliva e da pelicula adquirida.

Tipo de pesquisa e intervencao

O trabalho propde mensurar o potencial antierosivo de solugdes fluoretadas isoladas ou associadas ao polimero
Aminometacrilato aplicadas sobre o esmalte e dentina dental bovino, na presenta da pelicula adquirida, frente a desafios erosivos
por agentes intrinsecos (acido cloridrico) por meio de um estudo in situ. Para isso, os voluntarios selecionados utilizardo um
dispositivo palatal removivel contendo espécimes de esmalte e dentina bovino polido, que posteriormente serdo extras oralmente
analisados quanto a concentragéo de calcio e fésforo, mensurado por meio da microbidpsia e espectroscopia.

Selecao dos voluntarios
Estamos convidando pacientes adultos com uma boa saude geral; que ndo apresente sinais de desgaste erosivo, carie
ativa ou doenga periodontal; e que ndo fagam uso de aparelhos ortodénticos ou préteses removiveis; que ndo sejam fumantes,

dependentes quimicos, ou com gravidez ou intengé@o de engravidar durante o periodo do estudo.

Descrigao das solugoes

Todas as solugdes mostraram eficacia em estudos laboratoriais prévios e ja vém sendo utilizadas em enxaguatérios
bucais e medicamentos, mostrando-se seguras. Dentre os compostos presentes nas diferentes solugées temos o polimero
Aminometacrilato com concentragédo de 2%, que é um copolimero do polimetacrilato frequentemente utilizado em farmacos.
Testaremos também compostos de Fluoreto de Sédio (NaF) com concentragdo de 225 ppm F-, que podem estar ou ndo
combinados com o Cloreto Estanhoso (SnCl,) com concentragdo de 800 ppm Sn*?, comumente empregados em produtos de
higiene bucal. O controle sera composto por bochecho com agua deionizada.
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Procedimentos
A. Procedimentos prévios

O recrutamento de voluntarios para o estudo sera realizado na clinica do Departamento de Odontologia Restauradora
do ICT/SJC Unesp. Na primeira visita, vocé recebera instrugdes verbais sobre o estudo, incluindo todos os procedimentos nele
envolvidos. Em seguida, preencheremos um formulario contendo sua histéria médica e realizaremos um exame clinico para a
determinar como estéo suas condigdes orais. Apds esse procedimento, realizaremos um teste do fluxo salivar ndo-estimulado e
estimulado. Além disso, sera realizada a moldagem de sua arcada superior para confecgcdo do dispositivo intraoral em que as
amostras de dentes bovinos esterilizadas a serem analisadas, serdo inseridas. Em uma segunda visita, sera realizada uma
profilaxia profissional e raspagem supragengival (se necessario), seguidas do treinamento dos procedimentos. Os pesquisadores
acompanharao vocé cuidadosamente durante todo o estudo. Se vocé tiver qualquer duvida ou dificuldade durante o estudo, vocé

deve nos informar o mais rapido possivel.

B. Descricao do procedimento

Vocé precisard comparecer a clinica do Departamento de Odontologia Restauradora para nove visitas, sendo as duas
primeiras para realizagdo dos procedimentos prévios descritos anteriormente. Ja no dia, devera realizar a alimentagé@o pela
manha, seguida da escovacdo. Na sequéncia, devera comparecer a clinica do Departamento de Odontologia Restauradora do
ICT-SJC Unesp, instalar o dispositivo no palato e aguardar 5 minutos para formagé&o inicial da pelicula adquirida e entéo realizar
bochecho por 1 minuto com 5 ml da solugéo de tratamento determinada pela alocagéo aleatéria. Os grupos de tratamento seréo
determinados conforme a solugéo teste designada. Apos o tratamento, o voluntario devera aguardar 30 minutos sem ingerir
alimentos. Decorrido o tempo, sera realizada a exposicdo extraoral dos espécimes ao acido cloridrico a 0,03%, pH 2,3, sob
agitagao por 3 minutos, a fim de se evitar o contato dos dentes naturais do voluntario com a solugéo acida. Os passos descritos
serdo repetidos cinco vezes, caracterizando a ciclagem erosiva.

Em cada uma das sete fases do estudo, serdo realizados os mesmos procedimentos experimentais citados acima, com
um intervalo minimo de dois dias. Ao final de cada fase do estudo sera realizada a microbidpsia de esmalte e dentina dos

espécimes.

Duracao

O estudo total sera realizado por um ano, sendo que sua participagéo tera duragéo de cerca de 1 més.

Efeitos adversos
Nao sa@o esperados efeitos adversos relevantes devido ao uso Unico dos produtos testados. Pode haver, no entanto, a

percepgao de sabor metdlico na boca durante o uso de algumas solugdes.

Beneficios

Os resultados desta pesquisa contribuirdo para melhorar o conhecimento nesta area da Ciéncia. Clinicamente, pacientes
com desgaste podem ser beneficiados com os avangos da pesquisa. Os participantes envolvidos podem se beneficiar por
receberem exame intraoral, profilaxia dental e raspagem de célculo supragengival, se necessario, no inicio do estudo.

Forma de acompanhamento e assisténcia
Todos os procedimentos serdo acompanhados pelas pesquisadoras. Além disso, elas oferecerao toda a assisténcia

necessaria durante a pesquisa.

Garantia de Sigilo da identidade do sujeito da pesquisa:

Os pesquisadores irdo tratar a sua identidade com padrées profissionais de sigilo. As informagdes fornecidas e o material
que indique a sua participagao serdo confidenciais e de conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Nada sera
liberado sem a sua permisséo. Vocé nédo sera identificado(a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo. Uma
copia deste consentimento informado sera arquivada no prontuario do participante, uma ficara de posse do pesquisador e uma

terceira copia sera entregue a vocé.
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Garantia de esclarecimentos, Liberdade de Recusa
Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. A sua participagé@o € voluntaria e vocé é
livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participagéo a qualquer momento, sem nenhuma

penalidade e sem prejuizos.

Custos da Participagao, Ressarcimento ou indenizagao
A participagdo no estudo ndo acarretara custos para vocé e ndo sera disponivel nenhuma compensagéo financeira
adicional.

Contato
Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode nos perguntar agora ou mais tarde, até mesmo depois que o estudo tenha
iniciado. Caso vocé queira perguntar alguma coisa mais tarde, vocé pode entrar em contato:

- Taiana Paola Prado
Telefone: (45) 999959046
E-mail: taiana.prado@unesp.br

- Professora Adjunta Alessandra Biihler Borges
Telefone: (12) 3947-9000.
E-mail: alessandra@ict.unesp.br

Se vocé tiver qualquer duvida sobre questdes éticas da pesquisa, por favor, entre em conato com o Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (CEPh) do Instituto de Ciéncia e Tecnologia - Sao José dos Campos (Av. Engenheiro Francisco
José Longo, 777 — CEP: 12245-000 S&o José dos Campos — SP, Brasil. Telefone: (12) 3947-9076) e comunique-se com a

Coordenadora Denise Nicodemo.

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

Local — dia/més/ano

Nome do participante Assinatura RG ou CPF

Nome do pesquisador Assinatura CRO/SP
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ANEXO A —CAEE (Certificado de Apresentacio de Apreciacéo Etica)

INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA - CAMPUS DE Plataforma
SAO JOSE DOS CAMPOS - g%‘“'
UNESP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DO EFEITO ANTI-EROSIVO DE SOLUGCOES CONTENDO O
AMINOMETACRILATO: Estudo In Situ Cruzado Randomizado

Pesquisador: Alessandra Buhler Borges

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 43571021.7.0000.0077

Instituicao Proponente: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Sdo José dos Campos - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.589.533

Apresentacgao do Projeto:

Por se mostrar altamente promissor em testes in vitro, torna-se importante dar continuidade aos estudos que
envolvem o aminometacrilato sob um contexto clinicamente relevante, em que a acdo da saliva ocorre em
condi¢cdes reais, considerando-se o fluxo salivar, capacidade de limpeza, conteido mineral, formagao da
pelicula bem como a retengao do fluor nos tecidos moles.

Frente a isso, a investigacdo do efeito antierosivo da pelicula associada as solugdes de tratamento contendo
polimeros e fluoretos pode nos fornecer subsidios que permitirdo novas perspectivas para a escolha das
associagbes mais promissoras para testes de eficacia adicionais, visando o desenvolvimento de
formulagdes capazes de prevenir o desenvolvimento da erosédo dental seja por condi¢cdes extrinsecas (acido
citrico) ou intrisecas (acido cloridrico).

Objetivo da Pesquisa:

O trabalho propde a avaliar o potencial antierosivo de solugdes fluoretadas isoladas ou associadas aoc AMC
(Aminometacrilato) aplicadas sobre o

esmalte dental bovino, na presenta da pelicula adquirida, frente a desafios erosivos por agentes intrinsecos
(acido cloridrico) e extrinsecos (acido

citrico), utilizando um estudo randomizado cruzado triplo cego de modelo in situ, por meio da mensuracao
da concentracao de calcio, fésforo e

microdureza de superficie do esmalte dental.

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph.ict@unesp.br
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INSTITUTO DE CIENCIA E
TECNOLOGIA - CAMPUS DE <) Plataforma
SAO JOSE DOS CAMPOS - g%‘“‘
UNESP

Continuacédo do Parecer: 4.589.533

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o sado esperados efeitos adversos relevantes com o uso das solugdes a serem testadas, uma vez que os
componentes ativos sdo amplamente

utilizados em produtos odontolégicos e medicamentos de uso oral. Pode haver, no entanto, eventualmente a
percepgao de sabor metalico na boca

durante o uso das solucdes avaliadas. Os espécimes em dentes bovinos serdo esterilizados antes de serem
inseridos no dispositivo intra-oral e os

voluntarios ndo serdo expostos as solugdes acidas utilizadas no experimento, pois esta fase sera conduzida
extra-oralmente.

Beneficios:

Os resultados desta pesquisa contribuirdo para melhorar o conhecimento nesta area da Ciéncia.
Clinicamente, pacientes com desgaste podem ser beneficiados com os avang¢os da pesquisa. Os
participantes envolvidos podem se beneficiar por receberem exame intraoral, profilaxia dental e raspagem

de calculo supragengival, se necessario, no inicio do estudo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A Pesquisa é de exceléncia e muito contribuira no estudo para evolugao de enxaguantes bucais com fungéo
antierosiva.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os pesquisadores obedeceram as normas do CONEP na apresentag¢do dos Termos.

Recomendacoes:

Recomenda-se 1) atengcdo no cronograma exposto em Informacgdes Basicas que esta divergente do
apresentado no Projeto; 2) revisdo do quadro "Grupos em que serdo divididos os participantes da pesquisa
neste centro" em Informacdes Basicas.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
Solicita-se que os autores atentem as recomendacodes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O (a) pesquisador(a) ira receber e-mail da Secretaria do CEPh-ICT-CAMPUS DE SJCAMPOS-UNESP, para
envio de relatérios parciais/final, para ndo incorrer na penalidade de néo o fazendo, em ndo ter novas
submissdes avaliada pelo Comité de Etica, até que sane a pendéncia de envio do relatério, na forma de
notificacdo através do sistema da Plataforma Brasil. Obs:- No site hitps://www2.ict.unesp.br/ — Sobre o ICT —

Comissbes e Comités - Comite de Etica Envolvendo Seres

Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777

Bairro: Jardim Sao Dimas CEP: 12.245-000

UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph.ict@unesp.br
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Continuacgdo do Parecer: 4.589.533

Humanos, encontrara o formulario para envio do Relatério parcial/final.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/02/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1654833.pdf 18:23:11
TCLE / Termos de |tcle.docx 22/02/2021 |Alessandra Buhler Aceito
Assentimento / 18:22:44 |Borges
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_plataforma_brasil.docx 22/02/2021 | Alessandra Buhler Aceito
Brochura 18:22:22 |Borges

|Investigador
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 22/02/2021 |Alessandra Buhler Aceito
00:36:34 | Borges

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

SAO JOSE DOS CAMPOS, 13 de Margo de 2021

Assinado por:
Denise Nicodemo

(Coordenador(a))
Endereco: Av.Eng® Francisco José Longo 777
Bairro: Jardim S&o Dimas CEP: 12.245-000
UF: SP Municipio: SAO JOSE DOS CAMPOS

Telefone: (12)3947-9078 Fax: (12)3947-9010 E-mail: ceph.ict@unesp.br




