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RESUMO

Ramos-Oliveira TM. Avaliacdo in situ do potencial da solugdo de AmF/NaF/SnCl,,
associada ou nao ao laser de CO,, em prevenir a erosdao em esmalte dental bovino
[tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015.
Versao Corrigida.

Apesar de varios estudos terem demonstrado resultados promissores do uso da
solucdo de AmF/NaF/SnCl, no controle da erosdo do esmalte dental, ndo existem
relatos da sua associacdo com a irradiagdo do substrato com o laser de CO, de
comprimento de onda de 9,6 um. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial da solu¢cdo de AmF/NaF/SnCl,, associada ou ndo ao laser de CO,
(4,5 J/lcm?, 20 Hz, 20 ps), em controlar a erosdo em esmalte dental bovino. Treze
voluntarios participaram desse estudo in situ, de delineamento cruzado, em 02 fases
(04 dias cada), onde 04 tratamentos foram testados utilizando réplicas (n = 13): GC
— nenhum tratamento (controle negativo); GF — solu¢cdo de AmF/NaF/SnCl, (controle
positivo); GL - irradiacdo com laser de CO, (9,6 um); GLF - laser de CO, associado a
solucdo de AmF/NaF/SnCl,. Os voluntarios usaram dispositivos intra-bucais
removiveis contendo 08 amostras de esmalte bovino. Na primeira fase, 07
voluntarios utilizaram dispositivos intra-bucais contendo amostras dos grupos GC e
GL, e outros 06 voluntarios utilizaram dispositivos contendo amostras dos grupos GF
e GLF. Na segunda fase, os voluntarios foram cruzados, permitindo que todos os
grupos experimentais fossem avaliados no meio bucal dos 13 voluntarios da
pesquisa. Os dispositivos intra-bucais foram removidos da boca para ciclagem
erosiva ex-situ em &cido citrico 0,65%, pH 3,6, durante 4 minutos, 2x/dia, em
horérios pré-determinados. As amostras foram avaliadas em perfilbmetro éptico de
nao-contato (n = 13) para analise da perda de tecido mineral apds o desafio erosivo,
e um ensaio de ultramicrodureza transversal (n = 13) foi realizado com o objetivo de
determinar a profundidade da area de desmineralizacdo abaixo da superficie do
esmalte erodido. A andlise morfoldgica foi realizada utilizando microscopia eletrénica
de varredura (MEV) (n = 3). Os dados foram analisados estatisticamente por meio do
modelo ANOVA 2 fatores para medidas repetidas, com subsequente comparacao

entre os diferentes tratamentos (a = 0,05). A ciclagem &cida realizada no presente
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estudo provocou perda de esmalte significativamente maior (p < 0,001) nos grupos
GC (4,8 + 1,4* um) e GL (4,4 + 2,0* pm). N&o houve diferenca estatistica entre a
perda de superficie nos grupos GF (1,9 + 0,9°® um) e GLF (1,7 + 0,9° pm). Os
resultados de ultramicrodureza transversal mostraram que as amostras tratadas com
a solucdo fluoretada (grupo GF) apresentaram uma zona parcialmente
desmineralizada com média de dureza semelhante as amostras do grupo que nao
recebeu qualquer tipo de tratamento (grupo GC), com ambos 0s grupos
apresentando média de dureza significativamente maior que os grupos que foram
irradiados com o laser de CO, (GL e GLF) (p < 0,001). As micrografias mostraram
que as caracteristicas morfoldgicas superficiais do esmalte nos grupos irradiados
com laser de CO, apresentaram-se semelhantes nos grupos GL e GLF, verificando-
se a presenca de areas sugestivas de derretimento, resolidificacdo, microporos e
microtrincas, sem evidéncias de precipitados fluoretados no grupo GFL. Uma
camada amorfa pdde ser observada nas superficies de esmalte tratadas apenas
com a solucdo fluoretada contendo estanho. Pode-se concluir que o uso do
enxaguatério bucal fluoretado contendo estanho (500 ppm F, 800 ppm Sn?*, pH =
4,5) mostrou potencial de prevencdo da erosdo de esmalte dental. A irradiacado do
esmalte dental com o laser associado a solucao fluoretada mostrou-se eficaz, mas
seu efeito ndo foi sinérgico. O laser de CO; (9,6 um), nos parametros utilizados, ndo

foi capaz de prevenir a erosdo em esmalte causada por &cido citrico.

Palavras-chave: Laser. Erosao. Esmalte Dental. Flaor. Perfilometria.

Ultramicrodureza Transversal. In situ.



ABSTRACT

Ramos-Oliveira TM. In situ assessment of the potential of AmF/NaF/SnCl, solution,
associated or not to CO, laser irradiation, on preventing dental enamel erosion
[thesis]. S&o Paulo: Universidade de Séao Paulo, Faculdade de Odontologia; 2015.
Corrected version.

Although several studies have shown promising results using the
AmF/NaF/SnCl, solution in preventing the erosion of dental enamel, there are no
reports of their association with the irradiation of the substrate with the CO; laser,
working at 9.6 pm. Thus, this study aimed to evaluate the potential of
AmF/NaF/SnCl, solution, associated or not to CO; laser irradiation (4.5 J/cm?, 20 Hz,
20 us), to prevent erosion on dental enamel. Thirteen volunteers participated in this
2-phase (4 days each), crossover study, where 04 treatments were tested using
replicas (n = 13): GC - no treatment (negative control); GF - AmF/NaF/SnCl, solution
(positive control); GL - CO laser irradiation (9.6 um); GLF - CO; laser irradiation
associated with AmF/NaF/SnCl, solution. The volunteers wore removable intra-
buccal appliances containing eight bovine enamel samples. In the first phase, seven
volunteers used intra-oral appliances containing samples of groups GC and GL and 6
volunteers, appliances containing samples of groups GF and GLF. In the second
phase volunteers were crossed over, allowing all experimental groups were
evaluated in the buccal environment of the 13 volunteers. Intra-buccal appliances
were removed from the mouth and were exposed to a daily ex-situ erosive cycling
(0.65% citric acid, pH 3.6, for 4 minutes, 2x/day) at pre-determined times. Samples
were evaluated for surface loss using an optical non-contact profilometer (n = 13) for
analysis of loss of mineral after the erosive challenge and a cross-sectional
nanohardness test (n = 13) was carried out in order to determine the depth of
demineralized area below the erosive lesion. Morphological analysis was carried out
using scanning electron microscopy (SEM) (n = 3). The data were statistically
analyzed by two-way ANOVA repeated measures with subsequent pairwise
comparison test (a = 0.05). Erosive challenge significantly increased enamel wear (p
< 0.001) in GC (4.8 + 1.4" uym) and GL (4.4 + 2.0 um) groups. There was no
significant difference between the surface loss in GF (1.9 + 0.9% pm) and GLF (1.7 +
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0.9 pm) groups. Data from cross-sectional nanohardness showed that samples
treated with stannous fluoride solution (GF group) showed a partially demineralized
zone with average hardness similar to samples in the group that did not receive any
treatment (GC group), both groups had significantly higher average nanohardness
than the irradiated samples (GL and GLF group) (p < 0.001). Morphologically, all CO,
laser irradiated samples resulted in similar changes, showing the presence of areas
suggestive of melting, resolidification and some microcracks. No fluoride precipitates
were observed in GFL groups. An amorphous layer could be observed on the surface
of enamel treated with tin-containing solution alone. Within the limits of this in situ
study, it can be concluded that the AmF/NaF/SnCl, solution (500 ppm F, 800 ppm
Sn**, pH = 4.5) showed potential for prevention of dental enamel erosion. The
enamel irradiation with the CO, laser associated with the fluoride solution was
effective, but its effect was not synergistic. The CO; laser (9.6 pm), with the
parameters considered in this study, was not able to prevent the enamel erosion

caused by citric acid.

Key-words: Laser. Erosion. Dental Enamel. Fluoride. Perfilometry. Cross-sectional
Nanohardness. In situ.
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1 INTRODUCAO

A disponibilidade dos fluoretos, a melhor conscientizagdo do paciente pela
saude bucal bem como os avancos nos tratamentos odontologicos contribuiram para
um nitido declinio no indice da doenca carie (Nascimento et al., 2013), conforme o0s
resultados dos levantamentos epidemiologicos das condi¢cbes de saude bucal da
populacédo brasileira, realizado pelo Ministério da Satude nos anos de 2003 e 2010.

Apesar de a condicdo da saude bucal do brasileiro ter melhorado de 2003 aos
dias atuais, o aumento da longevidade da populacédo e a consequente manutencao
dos dentes na cavidade bucal por mais tempo elevaram significativamente a
prevaléncia e a severidade do desgaste dental nos individuos. Associado a esses
fatores, o estilo de vida da populacdo passou por mudancas consideraveis. O
crescente consumo de alimentos acidos e potencialmente erosivos e o frequente
relato de transtornos alimentares e gastroesofagicos transformaram a erosao dental
em uma desordem de grande preocupacao para os cirurgides-dentistas clinicos e
pesquisadores.

A maioria dos estudos epidemiolégicos revela alta prevaléncia (entre 26 e
78%) de erosao dentéria entre criancas e adolescentes ao redor do mundo (Nunn,
1996; El Aidi et al., 2010; Mantonanaki et al., 2013; Zebrauskas et al., 2014; Kitasako
et al., 2015; Salas et al., 2015). No Brasil, a erosédo dentaria acomete 51,6% dos pré-
escolares de 03 e 04 anos de idade (Murakami et al., 2011), 13 a 19,9% dos
escolares de 06 a 12 anos de idade (Peres et al., 2005), (Mangueira et al., 2009) e
7,2% dos adolescentes de 12 a 14 anos de idade (Vargas-Ferreira et al., 2011).
Estudos epidemiolégicos com abordagem de erosdo dental em adultos ainda séo
escassos no Brasil, mas segundo Jaeggi e Lussi (2014), 4-100% dos adultos de 18-
88 anos ao redor do mundo revelam algum sinal clinico de eroséo dentaria.

O principal cuidado com a saude bucal é a prevencédo. Prevencdo e/ou
controle da erosdo dental é sindbnimo de mudancas de habitos alimentares e de
higiene dental, estimulacdo salivar e otimizacdo dos regimes de utilizagdo do fluor.
Assim como para a lesdo de carie, o uso de fluoretos ainda é o principal método
utilizado na prevencédo da erosdo dental. No entanto, a sua eficacia ainda € objeto

de controvérsias (Ganss et al., 2000; Ganss et al., 2001; Yu et al.,, 2010a), pois
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pouco se sabe sobre o modo de agédo dos fluoretos na prevencédo e controle da
erosdo dental, visto que um desafio erosivo é muito mais agressivo do que um
desafio cariogénico e somente uma fina camada superficial, parcialmente
desmineralizada, permanece para fornecer estrutura para remineralizacdo de uma
superficie erodida (Ganss et al., 2001).

Embora a aplicagdo de agentes fluoretados seja uma das medidas
preventivas mais comuns, que visa modular o processo de desmineralizacdo e
remineralizacéo (Fowler et al., 2009; Schlueter et al., 2010; Wiegand et al., 2010b),
sua acao na reducao da perda mineral diante de desafios erosivos € limitada (Ganss
et al., 2001; Larsen, 2001; Larsen; Richards, 2002; van Rijkom et al., 2003; Lussi et
al., 2008; Yu et al., 2010a). Autores reportam que a camada de precipitados de
mineral tipo CaF, formada na superficie do dente apds a aplicacdo de fluoretos seja
rapidamente dissolvida quando o pH do meio diminui diante da exposicéo a bebidas
acidas, mesmo na presenca de altas concentracdes de flior (Larsen, 2001; Larsen;
Richards, 2002; Ganss et al., 2007b).

Entre as recentes propostas de tratamento da superficie do esmalte dental
com vistas ao aumento da sua resisténcia acida, diferentes tipos de lasers de alta
poténcia, como laser de CO,, Nd:YAG e argonio, com diferentes modos de operacao
e parametros de irradiacdo, tém sido propostos para prevenir a perda mineral desse
substrato (Rodrigues et al., 2006; Vlacic et al., 2007; Chen; Huang, 2009; Sobral et
al., 2009).

Estudos tém mostrado que a irradiacdo com laser de CO,, associada ou nédo a
produtos fluoretados, pode ser um método alternativo para inibicdo da
desmineralizacdo acida, protegendo o esmalte dental contra desafios &acidos
erosivos e/ou favorecendo a adsorcao de flior pelo esmalte (Steiner-Oliveira et al.,
2006; Wiegand et al., 2010b; Esteves-Oliveira et al., 2011; Esteves-Oliveira et al.,
2012; Ramalho et al., 2013). O laser de CO, aumentaria a temperatura no esmalte
irradiado, induzindo alteragbes quimicas capazes de promover uma superficie do
substrato mais acido-resistente (Featherstone; Nelson, 1987; Klein et al., 2005). Os
resultados sdo promissores, mas ainda inconclusivos em virtude da variedade de
metodologias e parametros de irradiacao utilizados, além de todos estes estudos
terem sido realizados in vitro e com laser de CO, com comprimento de onda de 10,6

pm.
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Outros estudos mostram que a absorcdo do laser pelos grupos fosfato e
carbonato do dente nos comprimentos de onda de 9,3 e 9,6 ym é muito mais
eficiente, chegando a ser até dez vezes mais absorvido do que os comprimentos de
onda de 10,3 e 10,6 ym, o que resulta na deposicdo de energia mais efetiva no
esmalte superficial com menor propagacgéo de calor (2 ym) para o interior do tecido
dental (Nelson et al., 1987; Featherstone; Nelson, 1987; Zuerlein et al., 1999; Fried
et al., 2002; Rechmann et al., 2011; Rechmann et al., 2013).

Considerando a eficacia limitada do flGor em prevenir ou reduzir a progressao
da erosdo em esmalte e os efeitos positivos do laser de CO; (9,6 um) de pulsos
super curtos na prevencao de lesdes de carie, além da auséncia de estudos in situ
com abordagem desse laser na erosédo de esmalte dental, o objetivo deste estudo foi
avaliar o potencial da solucdo de AmF/NaF/SnCl,, associada ou ndo ao laser de
CO,, com comprimento de onda de 9,6 um, em proteger o esmalte dental diante de
desafios erosivos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Para melhor compreensdo do assunto, a revisao da literatura sera abordada

em topicos.

2.1 Erosao Dental

Definida como perda patoldgica, cronica e localizada do tecido duro dental, a
erosdo dental € um processo de dissolucdo quimica decorrente da exposicdo a
substancias quelantes e a uma variedade de &cidos de origem n&o-bacteriana,
provenientes da dieta, de medicacdes, de fontes intrinsecas e até ocupacionais
(Imfeld, 1996; Lussi et al., 2011).

Os acidos intrinsecos sdo aqueles oriundos do estébmago (acido cloridrico),
derivados de vOmitos cronicos ou regurgitacdes frequentes, decorrentes de
desordens alimentares (anorexia e/ou bulimia) ou da doenca do refluxo
gastroesofagico (Ali et al., 2002; Hermont et al., 2014). Também pode estar
associada a fatores extrinsecos, 0s quais estdo diretamente relacionados a uma
dieta &cida (Zero, 1996).

Atualmente, os acidos extrinsecos tém sido considerados 0s principais fatores
relacionados ao desenvolvimento clinico da erosdo dentaria em funcdo da mudanca
dos héabitos dietéticos da populacdo, que tem consumido com maior frequéncia
refrigerantes, vinhos, bebidas esportivas, sucos naturais e/ou industrializados e
frutas citricas (Scheutzel, 1996; Zero, 1996; Lussi et al., 2008; Magalhaes et al.,
2009). Cavadini et al. (2000) ja haviam reportado um aumento de 300% no consumo
de bebidas acidas nos EUA em um periodo de 20 anos.

Fatores ligados ao meio-ambiente (exposicdo ocupacional aos aerossois
acidos em ambientes de trabalho e a agua de piscina incorretamente tratada com
baixo pH), a medicag¢des (uso crdnico de vitamina C efervescente - acido ascorbico -
e aspirina mastigavel - a4cido acetilsalicilico) e fatores ligados ao estilo de vida (tipo

de alimento, frequéncia e tempo de consumo, praticas de higiene oral) também
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contribuem, em menor frequéncia, para a ocorréncia desse tipo de lesédo (Imfeld,
1996; Zero, 1996; Lussi et al., 2011; Kitasako et al., 2015).

Trabalhos epidemiologicos apontam um aumento consideravel na prevaléncia
e severidade da erosdo dental em diferentes populacdes e faixas etarias (Nunn et
al., 2003; Murakami et al., 2011, Bartlett et al., 2013; Jaeggi; Lussi, 2014).

Ha poucos anos, Murakami et al. (2011) realizaram um estudo clinico para
avaliar a prevaléncia e os indicadores de risco para o desgaste erosivo de 967
criancas brasileiras com idade entre 3 e 4 anos. Os autores constataram uma alta
prevaléncia (51,6%) de casos de eroséo nas criancas pré-escolares examinadas,
sendo os indicadores de risco: o consumo frequente de refrigerantes, o relato de
refluxo gastresofagico e a idade da crianca.

Uma recente revisdo de estudos epidemiologicos revelou uma prevaléncia de
erosdo dental em 14% das criancas escolares de 5-9 anos de idade. No grupo de
adolescentes de 9-20 anos, 7-100% dos examinados apresentaram erosdao. Em
adultos de 18-88 anos, a prevaléncia variou de 4-100% (Jaeggi; Lussi, 2014). No
geral, os dados de prevaléncia ndo sdo homogéneos, em virtude da variedade de
indices de avaliacdo existentes, da populacdo estudada e da variedade de
examinadores, 0 que torna a comparagdo entre estudos epidemiologicos bastante
dificil (El Aidi et al., 2010; Jaeggi; Lussi, 2014). Dados de incidéncia (o aumento do
namero de sujeitos que apresentam sinais de erosao) sao escassos, mas o valor
meédio anual é de 3,5-18% (Jaeggi; Lussi, 2014).

A patogenia da erosdao se baseia na dissociacdo da hidroxiapatita
carbonatada do dente (Featherstone; Lussi, 2006). No esmalte dental, o processo de
erosao se inicia com a dissolucéo parcial da superficie resultando na diminuicdo de
sua dureza (amolecimento superficial) (Lussi et al., 1993; Lussi; Schaffner, 2000;
Turssi et al., 2010) e no aumento da rugosidade superficial (Nekrashevych, Stosser,
2003), tornando a superficie do esmalte mais susceptivel a acdo de forcas
mecanicas, como abrasdo por escovacgdo (Jaeggi; Lussi, 1999; Eisenburger et al.,
2003; Rios et al., 2006b). Desafios erosivos frequentes e prolongados podem expor
a dentina, levar a perda irreversivel de tecido duro dental e resultar em problemas
estéticos e/ou funcionais (Lussi et al., 2011; Schlueter et al., 2011a).

Quimicamente, a erosdo pode ocorrer através dos fons hidrogénio (H¥)
derivados dos acidos, ou através de anions, derivados de agentes quelantes, que se

ligam ao calcio tanto da saliva como do esmalte dental (Featherstone; Lussi, 2006).
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Apéds atravessar a barreira da pelicula adquirida salivar, a solugdo acida alcanca a
superficie do esmalte e interage com a fase mineral do dente. Os ions hidrogénio
(H") (derivados dos &cidos), atacam os cristais do esmalte, difundindo-se pelas
areas de esmalte interprismatico e combinando-se diretamente com os ions do
dente (carbonato e fosfato), levando a liberacdo desses ions da superficie do dente
e, consequentemente, a dissolu¢cdo do contetdo mineral do dente (Featherstone;
Rodgers, 1981; Featherstone; Lussi, 2006; Lussi et al., 2011).

Com sua etiologia complexa e multifatorial, a severidade e a manifestacao
clinica da erosao dental dependem da interacdo de fatores quimicos, bioldgicos e
comportamentais, que podem favorecer ou inibir o processo erosivo (Lussi, 2006;
Lussi et al., 2011; Wang; Lussi, 2012; Lussi et al., 2015). A Figura 2.1 mostra os
diferentes fatores que interferem na formacgéo das lesGes de erosao dental. Fluxo
salivar, pH, pelicula adquirida salivar, capacidade tamp&o, concentracdo de célcio e
fosfato da saliva, assim como propriedades fisicas e quimicas do tecido dental, séo
exemplos de fatores capazes de modificar 0 processo erosivo (Scheutzel, 1996; ten
Cate, Imfeld 1996; Zero, 1996; Hall et al., 1999; Lussi et al., 2004b; Wang; Lussi,
2010; Lussi et al., 2011).
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Figura 2.1 — llustragcdo traduzida e adaptada do diagrama de Lussi que representa a interacdo de
diferentes fatores capazes de influenciar o desenvolvimento da erosdo dental (Lussi et
al., 2011, p.4)
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Fatores quimicos estdo comumente relacionados a fonte do acido. Séo
exemplos de fatores que podem determinar o potencial erosivo de bebidas e
alimentos acidos: tipo e quantidade de acido, pH da solucédo (quanto menor o pH,
mais acida é a solucéo), capacidade tampé&o (quanto maior a capacidade tampéao da
solucdo, mais tempo a saliva demora para neutralizar o meio), contetdo mineral (a
concentracdo de fosfato, célcio e flior determinam o grau de saturacdo da solugéo
acida em relacdo a apatita do esmalte; que é a forca motriz para a dissolucéo)
(Wang; Lussi, 2012) e presenca de agentes quelantes.

O acido citrico € um exemplo de agente quelante, capaz de se ligar aos ions
calcio do esmalte dental, formando compostos — citrato de célcio - mais sollveis, e
também aos ions calcio da saliva, reduzindo seu grau de supersaturacdo em relacéo
aos minerais do dente (Meurman; ten Cate, 1996), o que favorece ainda mais a
dissolucéo dos cristais de hidroxiapatita do esmalte dental (Lussi et al., 2004b; Zero;
Lussi, 2005).

Os fatores comportamentais - considerados como fatores modificadores - sdo
agueles relacionados ao estilo de vida do individuo e sdo os que mais influenciam no
desenvolvimento clinico da erosao dental (Zero; Lussi 2006). A forma como o liquido
€ ingerido, o tempo de contato dos alimentos com o dente, a freqiiéncia de ingestao,
o alcoolismo crénico, as desordens alimentares (Bartlett; Shah, 2006), os habitos de
higiene exagerados, o consumo excessivo de algumas medicac¢des, como vitamina
C ou aspirina (Lussi, 2006; Lussi; Jaeggi 2008; Magalhaes et al., 2009) sé&o
exemplos de fatores que podem exacerbar o desenvolvimento dessas lesGes
(Levitch et al., 1994; Zero, 1996; Lussi, 2006; Lussi; Jaeggi, 2008).

Os fatores biologicos estdo relacionados com as caracteristicas do proprio
individuo. Dentre eles, pode-se citar a composicao e estrutura dentais, a anatomia
dental e ocluséo, o posicionamento dos dentes e sua relagdo com os tecidos moles
e lingua e, em especial, a saliva e pelicula adquirida (Levitch et al., 1994; Zero,
1996; Gregg et al., 2004; Hara et al., 2006b; Lussi, 2006; Lussi; Jaeggi, 2008). A
interacdo destes fatores justifica a predisposicdo de alguns individuos para o
desenvolvimento da leséo de erosdo dental, mesmo que todos sejam expostos ao
mesmo desafio acido (Lussi, 2006; Lussi; Jaeggi, 2008).

Considerando os aspectos clinicos da lesédo de eroséo dental, embora esteja
muitas vezes associada a outros tipos de lesdes nao cariosas, como atricdo e

abraséo, ela apresenta algumas caracteristicas peculiares de localizagcédo, aparéncia
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e morfologia. As areas mais frequentemente afetadas sao a superficie palatina dos
incisivos superiores e a superficie oclusal dos primeiros molares inferiores (Jaeggi;
Lussi, 2014).

Inicialmente, as lesdes de erosdo tém uma superficie amolecida (Amaechi;
Higham, 200l1a; Voronets; Lussi, 2010); Lussi et al., 2011), com aparéncia
levemente opaca (Ganss; Lussi, 2006). Nao havendo qualquer tipo de intervencéo, o
desgaste erosivo avanca e as areas convexas dos dentes tornam-se planas,
podendo ocorrer concavidades com largura maior que a profundidade (Lussi, 1996;
Ganss; Lussi, 2006). Nas faces vestibulares, as lesdes séo caracterizadas por bordo
gengival intacto (Lussi et al., 2004b). Esse fendmeno acontece provavelmente
devido a acao neutralizante do fluido sulcular, que possui pH neutro, ou a presenca
de biofilme, que atua como uma barreira de protecdo na margem gengival
(Featherstone; Lussi, 2006; Ganss; Lussi, 2006). Nas superficies oclusais dos
dentes, € comum o arredondamento de cuspides, com concavidades profundas,
exposicao dentinaria e eventual perda da morfologia oclusal (Ganss; Lussi, 2006;
Magalhaes et al., 2009).

2.2 A saliva e a erosao dental

A saliva tem sido considerada o fator biol6égico mais importante no processo
de erosao dental (Hara et al., 2006b; Buzalaf et al., 2012; Wang; Lussi, 2012). Suas
propriedades protetoras de tamponar e neutralizar acidos, diluir substancias acidas
do ambiente bucal e, principalmente, formar a pelicula adquirida salivar sobre os
tecidos duros e moles da cavidade bucal, influenciam consideravelmente no
desenvolvimento, ou nao, da erosdo (Hall et al.,, 1999; Hannig; Balz, 1999;
Lendenmann et al.,, 2000; Hannig et al., 2004; Hara et al., 2006b; Hellwig et al.,
2013).

A saliva €& composta por elementos organicos, como proteinas e
glicoproteinas e, elementos inorganicos, como sais de bicarbonato, calcio e fosfato
(Buzalaf et al., 2012). As proteinas ricas em prolina (PRP’s) se destacam,
juntamente com as estaterinas, por terem a habilidade de aderir-se fortemente ao

substrato dentario, principalmente por possuirem grupos fosfato que interagem com
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os sais de fosfato de célcio do esmalte dental. A habilidade dessas proteinas em se
ligar ao calcio do dente e manter elevada a concentracao de calcio proxima ao dente
contribui para a reducdo da desmineralizacdo in vitro e, possivelmente, para a
remineralizacdo do esmalte (Lendenmann et al., 2000). As PRP’s, assim como as
histatinas, estdo envolvidas no inicio na formacao da pelicula adquirida salivar e sao
consideradas proteinas precursoras. Por possuirem alta afinidade pela hidroxiapatita
do esmalte, elas sédo rapidamente adsorvidas na superficie dental por forcas
eletrostaticas (Hannig et al., 2005b). As mucinas também estdo presentes na saliva.
Elas séo glicoproteinas excretadas principalmente pelas glandulas submandibular e
sublingual, responsaveis pela funcdo de lubrificacdo e hidratacdo do tecido dental
(Buzalaf et al., 2012).

Dentre 0s componentes inorganicos, o bicarbonato desempenha um
importante papel na capacidade tampé&o da saliva. Além disso, por conter ions calcio
e fosfato em sua composicdo, a saliva consegue manter um estado de
supersaturacdo em relacdo ao mineral do dente, os quais podem agir como
repositores de minerais perdidos durante desafios acidos, necessarios para a
remineralizacdo da estrutura dental (Zero; Lussi, 2005; Hara et al., 2006b). Além
disso, o flior derivado da saliva e/ou dentifricios contribui para formacbes de
complexos &cido-resistentes, que podem favorecer a remineralizacdo de superficies
desmineralizadas (Meyer-Lueckel et al., 2004).

Os componentes intrinsecos da saliva desempenham um importante papel no
desenvolvimento ou néo da erosao dental (Hellwig et al., 2013). Por isso, a avaliacéo
da funcdo das glandulas salivares € de grande importancia na abordagem da erosdo
devido a forte associagéo entre baixo fluxo salivar e/ou baixa capacidade tampéo e a
susceptibilidade do paciente a erosao dental (Lussi; Schaffner, 2000; Zero; Lussi,
2005). Niveis adequados desses ions contribuem para reduzir a taxa de dissolugéo
do mineral do dente (Meurman; ten Cate, 1996).

Segundo Rios et al. (2006b), o aumento do fluxo salivar através da
estimulacao salivar com gomas de mascar, por exemplo, pode potencializar a fungao
remineralizadora da saliva, pois a maior concentracdo do tampéao bicarbonato e de
minerais da saliva estimulada seria responsavel pelo aumento de sua capacidade
tampéo e precipitagdo de ions célcio e fosfato sobre a superficie do tecido dental,
favorecendo a propriedade de neutralizagdo dos acidos e de reducdo da perda por

desmineralizacdo (Amaechi; Higham, 2005).
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A pelicula adquirida salivar € uma membrana de protecéo, acelular, & base de
proteinas e livre de bactérias que pode agir como uma barreira de difusdo ou como
uma membrana de permeabilidade seletiva (Amaechi et al., 1999c; Hannig; Balz,
1999; Lendenmann et al., 2000; Hannig et al., 2003; Hannig et al., 2005b; Buzalaf et
al., 2012; Siqueira et al., 2012). Diversos estudos in vitro (Hall et al., 1999; Amaechi;
Higham, 2001b; Nekrashevych; Stosser, 2003; Wetton et al., 2006) e in situ
(Amaechi et al., 1999c; Hannig; Balz, 1999, 2001; Hannig et al., 2003, 2004; Hara
et al., 2006a) j& mostraram que sua presenca previne o contato direto do &cido com
a superficie dental e, além de proteger a superficie do esmalte contra certo grau de
desmineralizacdo, controla a precipitacdo de minerais sobre a superficie do dente
(Zahradnik, 1979; Amaechi et al., 1999c; Hannig; Balz, 1999).

Para Buzalaf et al. (2012), a presenca de proteinas cobrindo a superficie do
tecido dental e envolvidas na lubrificacdo, capacidade tampao e processo de
remineralizacao torna a pelicula adquirida salivar um fator importante relacionado a
etiologia da erosao dental. Mais de 100 proteinas ja foram identificadas na pelicula
do esmalte (Siqueira et al., 2012) e sua presenca e quantidade podem afetar a
funcdo da pelicula, aumentando ou diminuindo a susceptibilidade do dente & eroséo
(Hannig; Balz, 1999).

Diferencas na espessura da pelicula adquirida salivar também interferem no
grau de protecdo contra a desmineralizacdo do esmalte dental. Estudos revelaram
que peliculas salivares delgadas sobre a superficie do dente apresentam uma menor
resisténcia a desmineralizacdo quando comparadas com peliculas espessas
(Amaechi et al., 1999c; Hannig; Balz, 1999; Young; Khan, 2002).

Dentro desse contexto, Hall et al. (1999) enfatizaram a importancia de
modelos experimentais in situ, uma vez que a duplicacdo dos eventos que podem
ocorrer na cavidade bucal é dificil de ser reproduzido em laboratério. Enquanto
estudos in vitro podem superestimar o0 grau de perda mineral que ocorre no
processo de erosdo, os modelos in situ permitem o contato das amostras com o
ambiente bucal durante a fase experimental, sendo influenciadas por importantes

fatores bioldgicos (West et al., 2000), citados anteriormente.
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2.3 Os Compostos Fluoretados e a Eroséao

Para melhor entendimento da efetividade das medidas preventivas
atualmente aplicadas para erosdo dental, € importante revisar 0 processo quimico
associado a estas lesoes.

Os tecidos duros dentais sdo compostos principalmente por cristais de
hidroxiapatita  (CaioxNax(PO4)sy(CO3),(OH)2 F,), bastante semelhantes a
hidroxiapatita mineral [Cai0(PO4)s(OH);], cujos ions célcio podem ser substituidos
por ions sodio, magnésio, potassio, cobre, cloro, ferro, manganés, e alguns ions
fosfato podem ser substituidos por carbonato (Featherstone; Lussi, 2006). Estas
substituicdes além de tornarem a apatita biolégica (do esmalte dental) uma forma
mais impura do mineral, desorganizam a matriz cristalina do esmalte, tornando-a
mais susceptivel a dissolucdo acida (Featherstone; Lussi, 2006). O carbonato é
considerado a impureza que mais confere solubilidade ao esmalte e representa 3%
do peso seco do esmalte (Featherstone, 1999).

Os grupos hidroxila (OH-) quando sao substituidos por ions fluor (F), leva a
formacdo de fluorapatita [Cai0(PO4)sF2], que, por apresentar maior estabilidade
cristalina, reduz a susceptibilidade do esmalte a dissolucdo &cida, quando
comparado com a hidroxiapatita mineral (Featherstone; Lussi, 2006). A incorporacao
dos ions flGor no mineral do dente promove também aumento no tamanho e da
espessura dos cristais de hidroxiapatita e diminuicdo da deficiéncia de calcio, ou
seja, em virtude dessas substituicdes, a apatita do esmalte dental se torna muito
mais soltuvel do que fluorapatita (Featherstone; Lussi, 2006). Portanto, aumentar a
resisténcia acida dos tecidos duros dentais, através do uso de produtos fluoretados,
pode ser considerada uma estratégia eficaz para a prevencao da eroséo.

A saliva e o flior sdo os fatores mais importantes para remineralizagdo do
esmalte amolecido (Buzalaf et al., 2012). Apesar de, até 0 momento, ndo haver uma
medida padrao e eficaz para tratar e prevenir completamente a erosao dental, 0 uso
de produtos fluoretados ainda é o mais comum.

Sabe-se que fluoretos convencionais, como o fluoreto de sédio (NaF), fluoreto
de amina (AmF) e fluor fosfato acidulado (FFA), presentes na maioria dos produtos
brasileiros de higiene bucal, apresentam forte potencial em reduzir a

desmineralizacéo por carie, em virtude da formacdo de uma camada de precipitados
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semelhantes ao fluoreto de calcio (CaF,) na superficie do esmalte (Bruun; Givskov,
1991). Essa camada protetora atua como uma barreira fisica que ndo sé impede o
contato do acido com o esmalte subjacente, como também serve de reservatorio de
ions flaor (Bruun; Givskov, 1991; Ganss et al., 2001; Schlueter et al., 2007). Durante
desafios acidos erosivos, o baixo pH do meio favorece a liberacdo de ions fluor e
calcio do esmalte, aumentando a saturacdo de minerais em relacdo a apatita do
esmalte e induzindo a reprecipitagdo de minerais, na forma de fluorapatita, a qual
previne adicionais perdas minerais (Wiegand et al., 2009).

Apesar de diversos estudos in vitro (Sorvari et al., 1994; Ganss et al., 2001;
van Rijkom et al., 2003; Vieira et al., 2005; Hove et al., 2006; Lagerweij et al., 2006;
Ganss et al., 2008; Wiegand et al., 2009; Yu et al., 2010a; Carvalho; Lussi, 2014) e
in situ (Ganss et al., 2004; Schlueter et al., 2009d; Wiegand et al., 2010a; Ganss et
al., 2010; Schlueter et al., 2011b; Mathews et al., 2012) terem relatado a eficacia de
diferentes produtos fluoretados, em diferentes concentracbes e formas de
apresentacdo, na protecdo e remineralizacdo de lesbes de erosdo em esmalte
dental, a estabilidade da camada de fluoreto de calcio € muito baixa (Ganss et al.,
2001).

Enquanto a presenca constante de baixas concentracfes de fldor no
ambiente bucal é efetiva contra a céarie dental, o mesmo parece néo se aplicar para
a erosdo dental. Larsen (2001) mostrou que o efeito preventivo do flior, mesmo em
altas concentracfes, na erosao dental ainda é limitado, pois a camada de fluoreto de
calcio depositada na superficie do esmalte apresenta baixa resisténcia diante de
desafios acidos agressivos e seus globulos sdo rapidamente dissolvidos frente a
uma reducgéo significativa de pH, como acontece durante os desafios erosivos, em
gue o pH do meio é geralmente inferior a 4,5 (Ganss et al., 2001); (Larsen; Richards,
2002).

Segundo Lagerweij et al. (2006), ha uma importante relacdo dose-resposta. A
aplicacdo de agentes com altas concentracdoes de fluoretos e de maneira mais
frequente e/ou prolongada tém se mostrado mais eficiente na prevencéo de lesdes
de erosdo por formar camadas de precipitados semelhantes ao fluoreto de calcio
mais espessas, densas e estaveis (Ganss et al., 2001; Ganss et al., 2004; Lagerweij
et al., 2006; Wang; Lussi, 2010).

Aléem da concentracdo e do tempo de aplicagcdo do fluoreto, Saxegaard e

Rolla (1988) afirmaram que a formagédo dessa camada de CaF; e seu efeito inibidor
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da desmineralizacdo dental depende também do pH e do tipo de fluoreto presente
no composto fluoretado. A deposicdo de fluoreto de célcio na superficie € maior
guanto maiores forem a concentracdo do fluoreto e a frequéncia de aplicacao, e
guanto menor o pH do agente fluoretado (Magalhdes et al., 2011). Além disso, na
presenca de saliva, uma maior quantidade de CaF, pode ser formada na superficie
do esmalte apos aplicagdo de fluoretos, pois sabe-se que a saliva € um importante
doador de ions calcio e fosfato para os processos de remineralizacdo e/ou inibicdo
da desmineralizacdo (Larsen; Richards, 2002). O efeito anti-erosivo dos fluoretos
convencionais requer, portanto, um regime de fluoretagcéo intensa (Ganss et al.,
2001; Ganss et al., 2004; Lagerweij et al., 2006; Ren et al., 2011), o que para muitos
€ considerado um procedimento clinico demorado e oneroso, em virtude da
guantidade de sessofes clinicas necessarias para o alcance do resultado desejado.

Compostos contendo cations metalicos polivalentes associados aos fluoretos,
especialmente o fluoreto estanhoso (SnF;), vém sendo amplamente estudados
(Young et al., 2006; Schlueter et al., 2007; van Rijkom et al., 2003; Wiegand et al.,
2009) e mostram resultados mais promissores quanto ao seu potencial protetor
contra a eroséo dental.

O mecanismo de acdo dos produtos a base de estanho baseia-se,
principalmente, na deposi¢do de estanho na superficie do dente assim como na
eventual incorporacdo do estanho na camada subsuperficial do esmalte apds longo
tempo de contato com a superficie do dente (Wei, 1974).

Sabe-se que a reacédo do fluoreto estanhoso com a hidroxiapatita do esmalte
pode resultar na formacdo de depdsitos ricos em estanho (Sn,OHPO,4, SnzF3PO,,
Ca(SnF3), e CaF;) e sua eventual incorporacdo na superficie do esmalte formam
uma cobertura “protetora” e estavel que pode resultar em um substrato menos
susceptivel a dissolucéo acida (Babcock et al., 1978; Hove et al., 2006; Ganss et al.,
2008; Schlueter et al., 2009b; Yu et al., 2010a).

Imagens de microscopia eletrénica de varredura também revelam a presenca
de depositos amorfos na superficie do esmalte, semelhantes aos complexos de
CaF, (Wei, 1974), porém em menor propor¢do em relacdo aos sais de estanho
(Babcock et al., 1978). Estes complexos permitem a incorporagdo do estanho no
esmalte erodido até uma profundidade de aproximadamente 20 pm, resultando na
formacdo de uma ampla zona estruturalmente modificada, estavel e resistente a

desafios acidos (Schlueter et al.,, 2009b). Wei (1974) j4 havia revelado que a
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absorcdo de estanho e do fluoreto parecia depender do tempo de exposi¢cdo do
produto ao esmalte dental. Quanto mais tempo o produto fica em contato com o
esmalte, mais sais de estanho sdo formados e maior sera a resisténcia acida do
esmalte.

Os beneficios do ion de estanho na reducdo da desmineralizacdo dental por
acidos erosivos foram revelados em diversos estudos in vitro (Hove et al., 2006;
Ganss et al., 2008; Schlueter et al., 2009a; Schlueter et al., 2010; Ganss et al., 2012)
e confirmados em outros estudos in situ (Ganss et al.,, 2004; Young et al., 2006;
Schlueter et al., 2009d; Huysmans et al., 2011) que utilizaram estanho em diferentes
meios de apresentacao, como solucdes, dentifricios, géis e vernizes.

Ganss et al. (2008) avaliaram a eficacia de alguns cations em diferentes
compostos fluoretados como agentes anti-erosivos e mostraram que ndo somente o
cation, mas também o ion metélico dos compostos fluoretados desempenha um
importante papel no efeito anti-erosivo, pois solucées de SnCl, (815 ppm de Sn®"),
NaF (250 ppm F), AmF/SnF, (250 ppm de F’, 390 ppm Sn**) e SnF, (250 ppm de F,
809 ppm Sn?*) reduziram significativamente a erosdo do esmalte dental.

Schlueter et al. (2009c) compararam a eficacia de diferentes solucdes
contendo AmF/NaF/SnCl, - com diferentes concentracdes de ions estanho e fltor e
pH ajustado para 4,5 - em reduzir a perda de substrato dental em esmalte durante
uma ciclagem erosiva considerada severa. As analises de perfilometria de contato
mostraram que todas as solucdes experimentais reduziram em 60-90% a perda de
tecido quando comparado ao grupo controle, nao tratado. Além disso, a
concentracdo de flor desempenhou um papel secundario, uma vez que em
solucdes com concentracdes iguais de estanho, a solugdo com menor concentracao
de fluor foi mais efetiva do que a com maior concentracdo. Por ultimo, os autores
constataram que a eficacia das solucOes testadas ndo depende somente das
concentragdes absolutas de ions estanho ou flior, mas também da proporc¢éao entre
eles. Quanto maior a proporcéo, maior efeito anti-erosivo tera a solucéao.

Schlueter et al. (2009b) submeteram amostras de esmalte humano a uma
ciclagem erosiva agressiva para avaliar a eficacia de 03 solu¢des experimentais com
pH iguais de 4,5 e concentracdo de flior de 1500 ppm. As concentracdes de
estanho estudadas foram de 400, 1400 e 2100 ppm. Os autores reportaram que
todas as solucfes de estanho foram eficazes na reducdo da perda de tecido, mas o

efeito anti-erosivo foi significativamente maior quando as concentracdes de estanho
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foram de 1400 e 2100 ppm. Imagens de MEV transversal e andlise de
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDX) mostraram que apesar de a
deposicao de estanho ter sido maior nas superficies do substrato ndo-erodido, nédo
houve incorporacdo de estanho no esmalte dental. JA nas amostras submetidas a
ciclagem erosiva, ambas as solugBes altamente concentradas conduziram a
incorporacdo de estanho até uma profundidade de 20 um. Os autores concluiram
que a eficacia anti-erosiva das solucdes contendo estanho ndo decorre da
deposicdo de precipitados menos sollveis, mas sim a partir da incorporacdo de
estanho, e talvez também do fltor, no tecido dental, o que resulta em uma ampla e
estruturalmente modificada camada protetora, mais resistente a desafios acidos.

Em outro estudo, Schlueter et al. (2009e) submeteram amostras de esmalte
humano a uma ciclagem erosiva agressiva para avaliar a eficacia de diferentes
enxaguatorios bucais contendo entre 800 e 2800 ppm de estanho e fllor nas
concentracdes de 250 e 500 ppm. Todos as solu¢des foram ajustadas para o pH 4,5
e uma solucdo ja disponivel comercialmente foi utilizada como solucdo controle
positivo (pH 4,2, 409 ppm de Sn?* e 250 ppm de F). Foi constatado que apesar de
todas as solugdes experimentais terem sido eficazes no controle da perda de tecido
dental, a concentracdo dos agentes ativos pode ser reduzida sem prejudicar a
efichcia do produto. Isto evitaria a exposicdo desnecessaria a elevadas
concentracbes de ingredientes ativos, bem como a desagradavel sensacéo
adstringente de solu¢des altamente concentradas. Os autores sugeriram ainda que a
combinacdo de 800 ppm Sn? e 500 ppm de F parece ser eficaz e ter melhor
aceitacao entre possiveis usuarios.

Os achados de Schlueter et al. (2010) também corroboram com os resultados
dos estudos acima mencionados. A aplicacdo de solucbes a base de estanho
reduziu a perda de tecido entre 65% a 78%, revelando ainda que a eficacia destas
solucbes esta diretamente associada com a concentracdo de seus ingredientes
ativos.

Ganss et al. (2010) foram os primeiros a propor uma férmula de apresentacéo
comercial para as solucées & base de AmF/NaF/SnCl, (Elmex Erosion Protection®,
GABA, Therwil, Suica), contendo 500 ppm de Fltor e 800 ppm de Sn®*. O produto
reduziu a perda de esmalte em 67%, mesmo diante de condi¢cdes severas de erosao
in situ, e ndo apresentou efeitos adversos, sugerindo sua indicacdo ndo somente

para pacientes de alto risco, mas também em pacientes com sinais clinicos iniciais
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de perda de substrato dental. Yu et al. (2010b) e Rakhmatullina et al. (2013)
confirmaram o potencial dessa solucdo em inibir a eroséo in vitro.

Um dos grandes problemas das solucbes a base de estanho é a sua
instabilidade em pH menores que 4,5. Por esse motivo, o fluoreto de amina é
incorporado nessas solucdes devido as suas propriedades estabilizadoras
(Muhlemann; Saxer, 1981, apud Schlueter et al., 2009b). N&o ha relatos na literatura
de reacbes sistémicas adversas por produtos a base de estanho. A absorcdo do
estanho inorganico pelo trato gastrointestinal € muito limitada e € rapidamente
eliminado, sendo, portanto seguro para uso como enxaguatério bucal (European
Food Safety Authority, 2005, apud Schlueter et al., 2009b).

2.4Laser de CO»

Diferentes tipos de lasers de alta poténcia, como laser de CO, (Rechmann et
al.,, 2011, 2013) Nd:YAG (Harazaki et al., 2001; Zezell et al., 2009; Raucci-Neto et
al., 2015) e argonio (Blankenau et al., 1999) com diferentes modos de operagao e
pardmetros de irradiagdo tem-se mostrado uma alternativa clinica promissora para
prevencdo de perda mineral do esmalte dental frente a desafios cariogénicos.

Os lasers de CO,, disponiveis nos comprimentos de onda de 9,3 um a 10,6
pm, sao altamente absorvidos pelos componentes da estrutura dental por
produzirem radiacdo laser na regido do espectro eletromagnético do infravermelho, o
gue coincide com as bandas de absorcédo dos grupos fosfato, carbonato e hidroxila
da apatita do esmalte (Featherstone et al., 1998).

Dependendo do comprimento de onda e dos parametros de irradiacéo, o laser
de CO, pode inibir a formacao de lesdes de carie em esmalte na ordem de 40 a 98%
(Featherstone et al., 1998; Kantorowitz et al., 1998; Hsu et al., 2000; Klein et al.,
2005; Steiner-Oliveira et al., 2006; Esteves-Oliveira et al., 2009). No entanto, o real
mecanismo de acdo dos lasers de CO; na inibicdo da desmineralizacao diante de
desafios cariogénicos permanece incerto. Algumas hipoteses tém sido propostas
para explicar o aumento da resisténcia acida do esmalte dental apds a irradiacdo

com esses lasers, e todas estdo diretamente relacionadas com o0 aumento de
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temperatura na superficie do tecido dental (Nelson et al., 1987; Featherstone et al.,
1998; Hsu et al., 2000).

A primeira hipétese baseia-se na reducédo da permeabilidade e solubilidade do
esmalte causada pela evidéncia morfolégica de selamento fisico resultante da fusao,
derretimento e recristalizacdo dos cristais de hidroxiapatita do esmalte, reduzindo os
espacos interprismaticos e formando uma barreira parcial que dificultaria a difuséo
de acidos para o interior do tecido (Stern et al., 1972; Nelson et al., 1986b; Nelson et
al., 1987; Zuerlein et al., 1999; Klein et al., 2005). No entanto, Nelson et al. (1987)
observaram que a andlise quimica da fina camada (profundidade maxima de 5 pum)
fundida e recristalizada pelo efeito da irradiacio com laser de CO,, nos
comprimentos de onda de 9,3, 9,6, 10,3 e 10,6 um, identificou a presenca de
monoxido de difosfato tetracalcio [Cas(P0O4).0] — um composto mais soltvel que a
apatita do esmalte. Uma apatita com quantidade reduzida de carbonato em sua
composicdo, menos soluvel em relacdo a hidroxiapatita do esmalte, também foi
observada na zona de esmalte recristalizada.

A segunda hipotese estd relacionada com a alteracdo e eventual
decomposicdo da matriz organica interprismatica em temperaturas inferiores a
400°C. Precipitados globulares, frutos da decomposicdo dessa matriz, podem selar
0S espacos inter e intraprismaticos do esmalte, bloqueando a entrada de ions acidos
e formando um reservatorio mineral, o que reduziria os efeitos da desmineralizagcéo
dental (Nelson et al., 1986a,b; Hsu et al., 2000).

A terceira hipétese, mais aceita atualmente, baseia-se nas modificacdes na
estrutura quimica do esmalte dental, tais como decomposicdo de proteinas e
evaporacdo do carbonato e formacdo de pirofosfatos, os quais sdo compostos
fosfatados, que embora sejam semelhantes a hidroxiapatita, sdo menos sollUveis em
acido do que o esmalte nédo-irradiado (Nelson et al., 1987; Featherstone; Nelson,
1987; Featherstone et al., 1998; Zuerlein et al., 1999; Fried et al., 1997; Rodrigues et
al., 2004). H4 autores ainda que relataram transformacdo de hidroxiapatita em
fluorapatita quando da presenca de agente fluoretado simultaneamente a irradiagéo
com laser de CO;, (Meurman et al., 1997).

Diversos estudos ja mostraram que a inibicdo da desmineralizacdo do
esmalte pode ser potencializada quando da associacdo da irradiacdo com laser de

CO, com agentes fluoretados, sob suas diversas formas disponiveis (Fox et al.,
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1992Db; Hsu et al., 1998; Hsu et al., 2001; Hossain et al., 2002; Tepper et al., 2004,
Rodrigues et al., 2006; Tagliaferro et al., 2007; Chen; Huang, 2009).

Oho e Morioka (1990) sugeriram que a irradiagdo com laser seria capaz de
aumentar o processo de difusdo dos ions flior, aumentando a absorcéo desses ions
pelo esmalte dental. O efeito protetor do agente fluoretado pode ainda ser
potencializado na auséncia de matriz organica interprismatica, uma vez que a sua
remocao disponibiliza uma maior area de superficie do cristal de apatita para
adsorver mais ions fldor e até ions calcio (Robinson et al., 1990).

Yokoyama et al. (2001) afirmaram que a formac&o de microespacos devido a
possivel remocao dos componentes organicos e do carbonato pela irradiacdo com
laser de Nd:YAG, poderiam agir como sitios para deposicéo de ions fluor, liberados
guando da interacdo do agente fluoretado com o esmalte dental, supondo entdo que
a absorcéao de fluor pelo esmalte irradiado pode ser maior do que pelo esmalte ndo-
irradiado.

Segundo Mathew et al. (2013), o possivel efeito sinérgico entre o tratamento
com laser de CO, associado ao flior produz numerosos precipitados esféricos,
morfologicamente semelhantes ao CaF,, e também favorece a incorporacéo de fltor
na estrutura cristalina do esmalte na forma de fltor fortemente ligado — fluorapatita -
tornando-o mais resistente a desafios acidos (Meurman et al., 1997).

As diferentes alteracdes quimicas e fisicas produzidas pela irradiacdo com
laser de CO, dependem diretamente da temperatura alcancada na superficie do
tecido dental (Fowler; Kuroda, 1986). Os efeitos térmicos da irradiagdo promovem
uma reducdo da quantidade de agua, proteinas e carbonato no tecido em diferentes
graus. A partir de 100°C, ocorre o inicio da remogdo do carbonato, sendo a sua
remocdo completa efetivada em 1.100°C (Fowler; Kuroda, 1986). Em temperaturas
entre 100°C — 650°C, o carbonato é convertido em fosfato seguido da decomposicéo
de proteinas. Nesta mesma faixa de temperatura, também €& possivel verificar a
conversao de fosfato em pirofosfatos (Featherstone; Nelson, 1987). Entre 650 e
1.100°C observa-se recristalizacdo térmica e aumento dos cristais da apatita, e em
temperaturas acima de 1.100°C, pode-se observar o derretimento (melting) da
hidroxiapatita e formagdo de novas fases cristalinas como o a-TCP (alfa-tricalcio
fosfato — a-Casz(PO,).), B-TCP (beta-tricalcio fosfato — B-Cas(PO,),) e TetCP
(tetracdlcio fosfato — Cas(P0O,4).0) (Fowler; Kuroda, 1986; Kuroda; Fowler, 1984).
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Como citado anteriormente, o carbonato é considerado a impureza que mais
confere solubilidade ao esmalte (Featherstone, 1999). Sua remoc¢do através dos
efeitos fototérmicos da irradiagcdo com laser de CO,, portanto pode ser considerada
uma medida alternativa eficaz para o aumento da resisténcia acida do esmalte
dental.

Estudos de microscopia eletronica de varredura revelaram que os efeitos
superficiais do laser de CO, no esmalte sdo diretamente relacionados ao seu
coeficiente de absorcdo e comprimento de onda. Os comprimentos de onda de 9,3
um e 9,6 um sdo mais eficientemente absorvidos pela superficie do esmalte, por
coincidirem com a banda de absor¢cdo do fosfato quando comparado com o0s
comprimentos de ondas de 10,3 um e 10,6 um (Featherstone; Nelson, 1987; Nelson
et al., 1987; McCormack et al., 1995).

O laser de CO, de 10,6 um apresenta uma profundidade de absorcao pelo
esmalte quase 10 vezes maior, sendo portanto quase 10 vezes menos absorvido
(825 cm™) em relacdo ao de 9,6 um (8.000 cm™). Isso resulta em maiores
profundidades de penetracdo e espessura do esmalte modificado (aproximadamente
de 12 uym), apos irradiacdo com laser de CO, (10,6 pm) (Fox et al., 1992a;
Featherstone, 2000; Fried et al., 2001). O laser de CO,, nos comprimentos de onda
de 9,3 e 9,6 um, apresenta, portanto, efeitos mais superficiais, visto que quanto
menor o coeficiente de absor¢cdo, menor o potencial do laser em causar aumento de
temperatura no local irradiado e, consequentemente, mais superficial sera o seu
efeito no tecido (Seka et al., 1995). Segundo Featherstone e Nelson (1987), para a
inducdo de mudancas quimicas na estrutura do esmalte dental, o ideal é que a
irradiacdo com laser de CO; seja altamente absorvida na superficie, de forma que a
guantidade de calor possa ser gerada, porém restrita a uma pequena profundidade
do tecido, para evitar injarias ao tecido pulpar.

Aléem do comprimento de onda, a densidade de energia da radiacao laser, a
duracdo do pulso, o numero de pulsos, a taxa de repeticdo e 0 modo de emissao
(continuo ou pulsado) sdo igualmente importantes para provocarem as mudangas
quimicas necessarias para reducdo da susceptibilidade do esmalte a
desmineralizacdo acida (McCormack et al., 1995; Kantorowitz et al., 1998; Zuerlein
et al., 1999).

Featherstone et al. (1998) reportaram que densidades de energia

relativamente baixas, na ordem de 2,5 a 5 Jicm?, foram eficazes em inibir a
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progressdo da cérie nos comprimentos de onda de 9,3 e 9,6 um. Estas densidades
de energia, com taxa de repeticdo de 10 Hz e 25 pulsos, produziram um aumento de
temperatura de aproximadamente 1°C até uma profundidade de 2 mm no esmalte
dental. Para estes autores, as condi¢des ideais para uso clinico seriam aquelas que
alcancassem a maior inibicdo da lesdo de carie com a menor deposi¢cao de energia,
nao prejudicial aos tecidos subjacentes.

Segundo Steiner-Oliveira et al. (2006), a irradiacdo do esmalte com laser
pulsado de CO,, com comprimento de onda de 10,6 um e densidades de energia de
10,0 e 11,5 J/cm? produz alteragdes quimicas e morfoldgicas suficientes para inibir a
desmineralizacdo frente a um desafio cariogénico, sem comprometimento da
vitalidade pulpar, uma vez que as temperaturas intrapulpares estiveram abaixo de
3°C (Zach; Cohen, 1965).

O laser de CO; funciona em modo de ndo-contato com a superficie a ser
irradiada e pode ser operado em modo continuo ou pulsado. No modo continuo, a
energia € emitida continuamente com uma poténcia pré-definida. Ja no modo
pulsado, a energia € emitida em intensidade pré-determinada e com um numero
definido de pulsos por segundo (Rodrigues et al., 2004) Acredita-se que a irradiacéo
em modo continuo ndo seja a melhor op¢do para aplicacdo clinica em virtude do
excesso de calor produzido na superficie do dente e da maior propagacao de calor
para o interior do tecido dental, o que poderia causar injarias a polpa dental por
superaquecimento (Featherstone; Nelson, 1987; Hossain et al., 1999; Fried et al.,
2001; Tepper et al., 2004). Ja o modo pulsado da irradiacdo a laser torna-se
vantajoso por fornecer alta densidade de energia por um curto periodo de tempo,
com tempo de intervalo entre os pulsos suficiente para que o calor gerado possa ser
dissipado (relaxamento térmico), de tal forma que a propagacédo de calor para as
camadas internas do tecido, é reduzida (Fried et al., 2001, 2006).

O esmalte irradiado com laser de CO,, no comprimento de onda de 9,3 — 9,6
pMm, apresenta tempo de relaxamento térmico de apenas 1 ys (Zuerlein et al., 1999).
Quanto mais proxima a duracéo de pulso estiver deste tempo, mais localizado sera o
efeito térmico do laser no tecido dental, diminuindo a difuséo de calor para o interior
do substrato. Caso a duracdo de pulso seja maior que o tempo de relaxamento
térmico, podera ocorrer a ablagéo, efeito indesejavel quando o objetivo € inibicdo de
desmineralizagdo (McCormack et al., 1995; Featherstone et al., 1998; Zuerlein et al.,
1999; Rodrigues et al., 2004).
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Recentemente, estudos clinicos com laser de CO, com comprimento de onda
de 9,6 um foram realizados na area de prevencédo de carie. Rechmann et al. (2011),
em um primeiro estudo in vivo, revelaram, através de ensaio clinico, que o aumento
da resisténcia a desmineralizacdo do esmalte pode ser alcancado com irradiacao
com laser de CO;, 9,6 um, taxa de repeticdo de 20 Hz, densidade de energia de 4,5
+ 0,5 J/cm? e emitindo pulsos na ordem de microsegundos (20 ps), sem qualquer
dano ou injdria pulpar.

Em outro estudo clinico, Rechmann et al. (2013) mostraram que a irradiacao
do esmalte com o0 mesmo equipamento laser e mesmos parametros utilizados no
estudo anterior, em combinacdo com agente fluoretado, inibiu consideravelmente a
formacao de lesé@o de céarie em fissuras de molares in vivo, quando comparado com
o dente controle, ndo-irradiado.

Considerando que a erosdo dental também €é um processo de
desmineralizacdo de tecido duro dental e que a maioria dos estudos ainda esta
voltada para o entendimento dos efeitos do laser de CO, na inibicdo das lesdes de
carie, existem poucos relatos sobre o efeito deste laser na prevencdo e/ou controle
da erosédo dental (Wiegand et al., 2010b; Steiner-Oliveira et al., 2010; Esteves-
Oliveira et al., 2011; Esteves-Oliveira et al., 2012; Ramalho et al., 2013; Ramos-
Oliveira et al., 2014). Todos estes estudos utilizaram o laser de CO, com o
comprimento de onda de 10,6 um e, apesar da diversidade de metodologias entre
eles, os resultados ainda sdo conflitantes e revelam a necessidade de estudos de
novos parametros de irradiacdo, para o alcance maximo de inibicdo da
desmineralizacdo e o minimo de danos térmicos na estrutura dental.

Até o0 momento apenas 02 estudos (Lepri et al., 2014, 2015) avaliaram in situ
o efeito do laser de CO; na erosdo em esmalte dental. Ambos utilizaram o laser de
CO; no comprimento de onda de 10,6 pum. Lepri et al. (2014) verificaram que o laser
de CO; néo foi eficaz em controlar a progressao das lesdes de erosdo em esmalte
causada por acido citrico 1% (pH 2,3). Lepri et al., 2015 reportaram que o laser de
CO;, e o gel de TiF, foram eficazes em reduzir a permeabilidade do esmalte a
solucédo erosiva (suco de laranja, pH 3,84); no entanto, nenhum beneficio adicional
foi verificado quando ambos os tratamentos foram associados.

Até a presente data, ndo existem resultados conclusivos que suportam 0 uso
dos lasers de CO, na prevencao ou inibicdo da progressdo da erosao dental,

limitando o seu uso na pratica clinica. Levando em consideracdo os resultados
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promissores da irradiacdo do laser de CO, para prevencao de lesdes de cérie e que,
0s poucos estudos que avaliaram o laser de CO; na prevencgéo da eroséo, utilizaram
0 comprimento de onda de 10,6 um, um modelo in situ foi proposto para o presente
estudo com o objetivo de avaliar o efeito da irradiacdo do esmalte dental bovino com
um laser de CO; (A = 9,6 um), associado ou ndo a solu¢cdo de AmF/NaF/SnCl,, na
prevencao de lesbes de eroséo dental.
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3 PROPOSICAO

Este estudo in situ teve como objetivo avaliar o potencial da solugdo de
AmF/NaF/SnCl,, associada ou ndo ao laser de CO,, em controlar a erosao em

esmalte dental bovino.
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4 HIPOTESES NULA

As hipoéteses nula testadas foram:

1. A solugdo de AmF/NaF/SnCl, e a irradiagao do esmalte dental bovino com
o laser de CO; (9,6 um) ndo séo capazes de aumentar a resisténcia acida

do esmalte dental e controlar lesdes de erosao.

2. Nao ha efeito sinérgico entre o uso do produto fluoretado (solucdo de
AmF/NaF/SnCl,) e a irradiacdo do esmalte dental com o laser CO, (9,6
HmM) no aumento da resisténcia acida desse substrato, diante de desafios

erosivos in situ.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O protocolo desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (Parecer 206.317 de
22/02/2013 — Anexo A). Cada participante foi informado dos objetivos e metodologia
do estudo, beneficios e possiveis riscos envolvidos no experimento e da
confidencialidade dos dados. Todas as informacdes estiveram presentes na Carta
de Informacdo ao Paciente (Apéndice A) e no Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Apéndice B), os quais foram assinados em duas vias, pertencendo uma
ao voluntario, e outra aos pesquisadores.

No presente estudo foram utilizados 100 incisivos bovinos (animais da
espécie Nelory) estritamente utilizados para fins desta pesquisa e cedidos pelo
Frigorifico Mondelli (Bauru, SP, Brasil). Este estudo também foi submetido a
Comissdo de FEtica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Séo Paulo, sendo considerado isento de andlise por utilizar dentes
bovinos oriundos de frigorifico, conforme certificado emitido em 28/04/2014 (Anexo
B).

5.2 Locais da Pesquisa

O presente estudo foi realizado no Departamento de Dentistica da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo (Sado Paulo, SP, Brasil) sob
orientacdo da Profa. Dra. Patricia Moreira de Freitas, e no Departamento de
Dentistica Preventiva e Restauradora da Universidade da Califérnia, em S&o
Francisco (UCSF, S&o Francisco, CA, EUA), sob supervisdo do Prof. Dr. Peter
Rechmann. Ressalta-se aqui que apesar do envolvimento de universidade

estrangeira na parte laboratorial do estudo, ndo houve necessidade da avaliacdo do
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projeto de pesquisa pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), por se

tratar de estudo envolvendo amostras de origem bovina.

5.3 Célculo Amostral

O célculo amostral foi baseado em literatura recente relacionada a analise
perfilométrica de lesdes de erosdo em esmalte, com metodologia similar ao presente
estudo in situ. Assim, com base do estudo de Schlueter et al. (2013), no qual houve
perda média de esmalte dental de 11 pum no grupo controle com desvio padréao de 4
pm, para atingir um poder de teste de 80%, seriam necessarios 11 voluntarios,
considerando um nivel de significaAncia de 5%. Desta forma, contando com possiveis
desisténcias e intercorréncias, treze voluntarios foram selecionados para participar

desta pesquisa.

5.4 Desenho Experimental

O presente estudo in situ envolveu um desenho em blocos (voluntario) no
qual 13 voluntarios utilizaram dispositivos intra-bucais removiveis contendo
amostras, em duplicata, de esmalte dental bovino.

As variaveis de resposta consideradas foram: desgaste da superficie de
esmalte (n = 13, avaliada quantitativamente por perfilometria Optica) e espessura da
zona desmineralizada abaixo da lesdo de erosdo dental (n = 13, avaliada
guantitativamente por ultramicrodureza transversal). Para cada uma dessas

variaveis foi considerado um desenho experimental distinto.

5.4.1 Perfilometria Optica

O fator de estudo envolvido nesse item foi o0 método de prevencédo de lesédo

de erosédo em 4 niveis (n = 13):
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GC — nenhum tratamento (controle negativo);

GF — solucdo de AmF/NaF/SnCl, (Elmex® Erosion Protection Dental Rinse,
GABA Int. AG, Therwil, Suica) (controle positivo);

GL - irradiacdo com laser de COy;

GLF —irradiagéo com laser de CO; + solugdo de AmF/NaF/SnCl,.
5.4.2 Ultramicrodureza Transversal

Além do método de prevencao da lesdo de erosdo em seus 4 niveis (n = 13),
citados acima, no item 5.4.1, um outro fator de estudo também foi considerado: a
espessura da zona desmineralizada abaixo da lesdo de erosdo, em 10 niveis (n =
13)

P1 — endentagao realizada a 1 um da base da leséo de eroséo;

P2 - endentagéo realizada a 2 um da base da leséo de erosao;

P3 - endentacédo realizada a 3 um da base da lesédo de eroséo;

P4- endentacédo realizada a 4 um da base da lesédo de eroséao;

P5 - endentacéo realizada a 5 um da base da lesdo de eroséo;

P6 - endentacéo realizada a 6 um da base da lesdo de eroséo;

P7 - endentacgéo realizada a 7 um da base da lesdo de eroséo;

P8 - endentacédo realizada a 8 um da base da lesédo de eroséo;

P9 - endentacéo realizada a 9 um da base da leséo de eroséo;

P10 - endentagéo realizada a 10 um da base da lesdo de eroséo.

Para que ndo houvesse influéncia de possivel efeito residual dos tratamentos,
o estudo foi realizado seguindo um modelo hibrido (com componentes split-mouth e
cruzado) de 2 fases (4 dias cada), e um periodo de wash-out de 10 dias entre as
fases. Ao final do experimento, todos os voluntarios foram submetidos a todos os
tratamentos.

As unidades experimentais foram compostas por 208 fragmentos de esmalte
dental bovino, dos quais 104 fragmentos [13 voluntarios x 04 tratamentos x 02
(duplicata)] foram utilizados para analise perfilométrica e outros 104 foram
submetidos a andlise de ultramicrodureza transversal.

A morfologia de superficie do esmalte dental (n = 3, avaliada qualitativamente

por Microscopia Eletrénica de Varredura) também foi analisada.
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5.5 Obtencao dos dentes e Preparo das amostras

Estudos na literatura afirmam que o esmalte bovino é um possivel substituto
do substrato humano em modelos in situ de erosdo/abrasdo dental (Meurman;
Frank, 1991; Turssi et al., 2010; Yassen et al., 2011). A escolha por esmalte bovino
se deve principalmente por serem facilmente disponiveis, apresentarem composi¢ao
uniforme, orientacdo dos prismas e porcentagem em peso de calcio equivalentes ao
esmalte humano (Turssi et al., 2010; Yassen et al., 2011).

Foram utilizados 100 incisivos bovinos recém-extraidos, higidos e sem lesées
hipoplasicas, 0os quais permaneceram armazenados em solu¢éo de timol 0,1% (4 °C)
(Turssi et al., 2011; Ganss et al., 2011) por um periodo maximo de trés meses apos
a data de extracdo. Os dentes foram limpos com o auxilio de curetas periodontais
(Duflex, SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e submetidos a profilaxia com pedra-
pomes (SS White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e 4gua, com o auxilio de escovas tipo
Robinson (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil), em baixa rotacdo, seguidas de
lavagem com agua destilada. Os dentes foram cortados em maquina de corte
(Labcut 1010, Extec, Enfield, CT, EUA) no sentido transversal no limite
amelocementario para a separacdo entre coroa e raiz dentais. As superficies
vestibulares das coroas foram entdo seccionadas em maquina de corte de alta
precisao (Isomet 1000, Buehler Ltd, Lake Buff, lllinois, EUA) (Figura 5.1), das quais
foram obtidos 02 a 06 fragmentos quadrangulares de esmalte com dimensdes
aproximadas de 3,0 mm de altura, 3,0 mm de comprimento e 1,5 mm de espessura
(Figura 5.2). Em seguida, suas superficies foram polidas (Ecomet 6/Automet 2 —
Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EUA) com lixa de carbeto de silicio com granulagédo de
#800, #1200 e #4000 (Buehler Ltd, Lake Buff, Illinois, EUA — Padrdo FEPA). ApoGs
cada série de polimento (diferentes granulacdes), os fragmentos foram lavados em
agua destilada-deionizada por 3 minutos em ultrassom (Kondortech®, Sdo Carlos,
SP, Brasil). Por ultimo, todos os 436 fragmentos obtidos foram observados em Lupa
Estereoscopica (MiView USB Digital Microscope, Chinavasion Wholesale,
Guangdong, CN) com uma lente de aumento de 40x, e os fragmentos que

apresentaram defeitos e imperfeicdes no esmalte foram eliminados.
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Figura 5.1 — Obtencdo de fragmentos de esmalte em cortadeira de alta precisdo, pertencente ao
Departamento de Dentistica da FOUSP

Figura 5.2 — Dimens0@es aproximadas dos fragmentos quadrangulares: 3,0 mm de altura x 3,0 mm de
comprimento x 1,5 mm de espessura

5.6 Selecdo das Amostras

Os fragmentos de esmalte, devidamente planos, paralelos e polidos, tiveram a
sua microdureza superficial mensurada no inicio da fase experimental (baseline).
Trés edentacdes (Figura 5.3) localizadas a 100 pm de distancia uma da outra (Lussi
et al., 1995) foram realizadas na regido superior esquerda de cada fragmento em
microdurémetro (HMV-2000® Shimadzu Corporation, Tokyo, Jap&o) acoplado a um
computador com software especifico para analise das amostras, com penetrador
diamantado piramidal do tipo Knoop, com carga estatica de 0,49 N (50 g) aplicada
durante 20 segundos (Featherstone, 1992; Lussi et al., 2008; Esteves-Oliveira et al.,
2011). As médias dos valores de dureza foram consideradas para a selecdo. Todas
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as amostras que tiveram um valor médio de microdureza 10% acima ou abaixo da
média de todos os fragmentos obtidos foram excluidas do estudo. Os fragmentos
selecionados tiveram uma média de dureza superficial de 342 + 29 Kg/mm?.

Além da Analise de Microdureza de Superficie, todos os fragmentos foram
analisados em perfilbmetro Optico sem contato (PROSCAN 2100 3D, Scantron,
Eagan, MN, EUA) para determinacdo da curvatura da superficie (Figura 5.4) e
apenas fragmentos com valor de curvatura < 0,3 um foram selecionados para o
estudo (Eisenburger et al., 2003; Turssi et al., 2014). A partir dessas analises, 208

fragmentos foram selecionados para a fase experimental.

Figura 5.3 — Edentacdes realizadas em penetrador Knoop (0,49 N, 20 segundos) em Microdurémetro
HMV-2000® Shimadzu, pertencente ao Departamento de Dentistica da FOUSP

Figura 5.4 — Perfil representativo de uma superficie de esmalte com curvatura menor ou igual que 0,3
pm. Imagem obtida pelo software do perfildbmetro éptico sem contato (PROSCAN 2100
3D, Scantron, Eagan, MN, EUA), pertencente ao Departamento de Dentistica da FOUSP
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5.7 Delimitac&o da Area de Estudo

Para as amostras que foram submetidas a perfilometria, 02 fitas adesivas
(UPVC tapes - Graphic Tape; Chartpak, Leeds, EUA) foram aplicadas na superficie
de cada fragmento de esmalte, deixando exposta uma janela central de
aproximadamente 3,0 mm de comprimento x 1,0 mm de largura, para delimitacdo da
area de estudo (Mathews et al., 2012; Turssi et al., 2014).

Nas amostras preparadas para a andlise de ultramicrodureza transversal
apenas 01 fita adesiva (UPVC tape - Graphic Tape; Chartpak, Leeds, EUA) foi
aplicada na superficie de cada fragmento de esmalte, deixando exposta uma janela
central de aproximadamente 3,0 mm de comprimento x 1,5 mm de largura (Figura
5.5). Por fim, todos os espécimes foram armazenados em umidade relativa a 4°C até

o inicio da fase experimental.

YNy
TN
-

TN Y

Figura 5.5 — Delimitac@o da &rea de estudo com auxilio de régua milimetrada, l&amina de bisturi e fita
UPVC

Alguns estudos utilizaram esmalte de unha (Rios et al., 2006a; Magalhaes et
al., 2007; Mathews et al., 2012) ou materiais como amalgama (Attin et al., 2001) ou
resinas fotopolimerizaveis (Hara et al., 2003; Ganss et al., 2007a). Optou-se pelas
fitas de UPVC devido a sua estabilidade documentada na literatura (Hooper et al.,
2003) e, também, por ter-se mantido aderida durante todos os estudos-piloto, sem
sinais de deslocamento.
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5.8 Irradiacao com Laser de CO,

A irradiacdo das amostras dos grupos GL e GLF foi realizada com um laser
pulsado de CO, com comprimento de onda de 9,6 um, pertencente a Faculdade de
Odontologia da Universidade de S&o Francisco (Califérnia, EUA). O equipamento
utilizado, em fase experimental, € um laser de CO, que permite a utilizacdo de
pequenas larguras de pulso (dezenas de microssegundos).

Os parametros de irradiagao utilizados foram (Rechmann et al.,, 2013):
densidade de energia de 4,5 J/cm?, durac&o de pulso de 20 ps, taxa de repeticdo de
20 Hz, energia por pulso 0,02 J, tempo total de irradiacdo 25 segundos e 20 pulsos.
O diametro do feixe laser era de 800 um. Antes das irradiacdes, as amostras foram
secas com papel absorvente. A energia emitida pelo laser foi mensurada antes do
inicio das irradiagbes e em um intervalo de quatro amostras, utilizando um medidor
de energia (Coherent FieldMaster GS + Detector LM45, Coherent, EUA).

Especificamente para a etapa de irradiacdo das amostras, foi desenvolvido
um dispositivo metalico, com dimensdes aproximadas de 2 x 2 cm, no qual foi
possivel estabilizar as amostras e manter as areas de referéncia (higidas) cobertas e

nao expostas a irradiacdo (Figura 5.6).

Figura 5.6 — Dispositivo especialmente confeccionado para fixacdo das amostras e protecdo das fitas
de UPVC, durante a irradiagdo com laser de CO, (9,3 um)
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5.9 Selecao dos Voluntérios

Foram considerados os seguintes Critérios de Inclusdo e Exclusdo dos
participantes da pesquisa:

Critérios de Incluséo:

¢ |dade minima de 25 anos e idade maxima de 35 anos;

e Apresentar todos os elementos dentais;

e Apresentar boa saude bucal (sem a presenca de biofilme visivel, lesGes ativas
de carie ou erosao, sem doenca periodontal);

e Residir na &rea urbana do municipio de Sao Paulo;

e Fluxo salivar estimulado > 0,7 mL/min (Ericsson; Hardwick, 1978) e pH salivar
entre 7,0 e 7,5 (Ericsson; Hardwick, 1978).

Critérios de Exclusao:
e Apresentar algum tipo de patologia sistémica;
e Apresentar dispositivo ortodéntico;
e Fazer uso sistematico de tabaco e bebidas alcodlicas;

e Mulheres gravidas ou lactantes;

Ap6s concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice B), os voluntarios foram submetidos aos

procedimentos experimentais.

5.10 Avaliagéo do fluxo salivar estimulado e pH salivar

A coleta de saliva dos participantes foi realizada no periodo matutino, pelo
menos duas horas apés a ingestdo de alimentos e da escovacao dental, que foi
efetuada com dentifricio fluoretado e escova dental fornecidos pela pesquisadora.
Para realizacdo da coleta de saliva total estimulada, o participante foi orientado a

mascar um fragmento de filme de parafina (Parafilm M®, Pechiney Plastic Packaging
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Company, Chicago, IL, EUA), medindo 5,0 x 5,0 cm, durante 30 segundos e, em
seguida, a deglutir a saliva inicial. Nos 5 minutos subsequentes, o voluntario foi
orientado a expectorar a saliva em um copo plastico, cuja massa (em gramas) foi
previamente aferida em balanca digital. A massa do recipiente contendo a saliva foi
aferida para obter a massa (em gramas) e, consequentemente, o volume de saliva
(considerando-se a densidade da saliva igual a 1 g/cm®). O fluxo salivar total
estimulado foi obtido através da razdo entre o volume e o0 tempo, expresso em
mL/min (Ericsson; Hardwick, 1978). Imediatamente apds a coleta, o pH da saliva
estimulada foi mensurado, utilizando-se um microeletrodo acoplado a um pHmetro
digital (Hanna HI2221 calibration check pH/Orp meter, Hanna Instruments,
Woonsocket, RI, EUA). O fluxo salivar médio dos participantes foi de 0,89 + 0,43

mL/min e o pH médio da saliva foi de 7,17 + 0,37.

5.11 Preparo dos Dispositivos Intra-Orais Mandibulares

Para a realizacdo da fase in situ, os 13 voluntarios da pesquisa tiveram suas
arcadas inferiores moldadas com silicone de condensacdo de consisténcia pesada
(Clonage®, DFL, Jacarepagud, RJ, Brasil). A partir dos moldes foram confeccionados
modelos de gesso (Herostone®, Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) nos quais
foram confeccionados, por profissional especializado, dispositivos intra-orais
mandibulares em resina acrilica. Nichos com profundidade e largura de
aproximadamente 4,0 mm foram confeccionados nos dispositivos, bilateralmente,
nas faces vestibulares dos dispositivos nas regides de pré-molares e molares
(Macdonald et al., 2010; Olley et al.,, 2012; Seong et al., 2013). Por fim, os
dispositivos foram higienizados com gel de clorexidina a 2%, (Riohex 2%°®,
Rioquimica Ind. Farm., Sdo José do Rio Preto/SP, Brasil) antes da fixacdo das
amostras, com a finalidade de remocéo de possiveis residuos provenientes da fase

de confecgéo.
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5.12 Esterilizacdo das Amostras

Previamente a insercdo nos dispositivos intra-bucais, as amostras foram
esterilizadas com radiagdo gama (Amaechi et al., 1999b; Wegehaupt et al., 2012). A
fonte de irradiagéo consiste de um irradiador experimental de Cobalto-60, modelo
Gamacell 220, pertencente ao Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares —
IPEN (Sao Paulo, SP, Brasil). A dose utilizada foi de 25 kGy, obtida apés um ciclo de
21 horas de irradiacéao.

5.13 Posicionamento das amostras nos dispositivos

Oito amostras (quatro no dispositivo esquerdo e quatro no dispositivo direito)
(Figura 5.7A) foram fixadas, com auxilio de cera pegajosa (Asfer Indastria Quimica
Ltda., S&o Paulo, Brasil), nos dispositivos intra-bucais de cada voluntario. As
superficies das amostras ficaram recuadas aproximadamente 0,5 mm em relagéo as
superficies dos nichos (Figura 5.7B) para evitar a influéncia da possivel abrasdo
pelos tecidos moles vizinhos (Hara et al., 2009).

Figura 5.7 — A) Dispositivos mandibulares confeccionados em resina acrilica e grampos de retencao,
B) Imagem aproximada da amostra de esmalte inserida no nicho do dispositivo intra-oral
com recuo de aproximadamente 0,5 mm em relagao a superficie
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5.14 Procedimentos Intra-Bucais

5.14.1 Higiene bucal dos voluntarios

Antes do inicio da etapa in situ e entre as fases experimentais do estudo,
foram incluidos periodos de run-in de 2 dias (Turssi et al., 2010) e wash-out de 10
dias (Levy et al., 2014), respectivamente. Durante esse periodo, e em todas as fases
in situ, todos os voluntarios foram instruidos a realizar a escovacao de acordo com a
técnica de Bass e fazerem a higiene dental, sem os dispositivos intra-bucais, com o
auxilio de um dentifricio fluoretado (Colgate Maxima Protecdo Anti-Caries® com
1.500 ppm F’, Colgate-Palmolive, Osasco, SP, Brasil), escova de dentes macia n. 30
(Colgate Twister Fresh®, Colgate-Palmolive, Osasco, SP, Brasil) e fio dental
(Colgate®, Colgate-Palmolive, Osasco, SP, Brasil), os quais foram doados pela
pesquisadora. Os voluntarios foram orientados a usar somente esses produtos
durante o periodo do experimento, interrompendo a utilizacdo de enxaguatdrios e
outros produtos de higiene bucal.

A escolha pelo uso de dentifricio fluoretado durante as fases experimentais foi
baseada nos resultados de Magalhdes et al. (2008). Os autores verificaram que o
fluoreto residual que permanece na saliva oriundo de dentifricios ndo é capaz de

desempenhar um efeito eficaz contra a erosao in situ.

5.14.2 Desafio Erosivo in situ

Durante toda a fase in situ, todos os voluntarios foram instruidos a inserir o
dispositivo na cavidade bucal as 07:00h (+ 30 minutos). Apds 02 horas (as 09:00h *
30 minutos), tempo necessario para a formacdo da pelicula adquirida salivar
(Lendenmann et al., 2000; Hannig et al., 2003; Wiegand et al., 2008b; Levy et al.,
2014), foi realizado o primeiro desafio acido da ciclagem erosiva.

Com o objetivo de aumentar a padronizagao do experimento e evitar o contato

dos dentes naturais com a solucdo acida (Wiegand; Attin, 2011), os dispositivos
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intra-bucais contendo as amostras de esmalte dental bovino foram imersos extra-
oralmente - 2x/dia durante 4 minutos cada — em recipientes plasticos contendo 20
mL de solucéo de acido citrico a 0,65% (pH 3,6, acido citrico mono-hidratado, Merck,
Darmstadt, Alemanha), sem agitacdo (Rakhmatullina et al., 2013). Apds a
desmineralizacao, os aparelhos eram cuidadosamente secos em papel absorvente e
reinseridos na cavidade bucal (Schlueter et al., 2013). A solu¢cdo desmineralizadora
foi descartada apos cada uso (Schlueter et al., 2011b).

O segundo desafio acido foi realizado ap6s cinco horas (as 14:00h £ 30
minutos) do primeiro desafio. Em seguida, os dispositivos ficavam em ambiente
bucal por mais cinco horas para fins de remineralizagdo. Ao final de cada ciclagem
diaria, os dispositivos intra-bucais eram imersos em uma solucdo de clorexidina a
0,12% por 1 minuto, para evitar o crescimento de biofilme sobre os espécimes
(Ganss et al., 2010; Schlueter et al., 2011b) (Figura 5.8)

Os dispositivos foram utilizados por aproximadamente 12 horas diarias (das
7h00 as 19h00) e armazenados em recipiente fechado contendo gaze umedecida
em agua de Mili-Q (fornecida pela pesquisadora responsavel) durante as noites, as
refeicdes e a higiene oral. ApOs as refei¢des, ingestdo de bebidas e higiene oral, os
voluntarios aguardaram 15 minutos para reinsercao do dispositivo na cavidade bucal
(Ganss et al., 2004; Schlueter et al., 2011b; Schlueter et al., 2013).

Os participantes foram treinados extensivamente em relacdo a todos os
procedimentos (em especial, 0s processos de imerséao nas solugdes, a incorporacao
e a limpeza dos dispositivos intra-bucais) da ciclagem diaria (Figura 5.8). Além
disso, receberam um protocolo escrito e cronograma de uso dos dispositivos, sendo
também instruidos a ndo consumir alimentos acidos durante o periodo de uso dos

dispositivos.
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Armazenamentoem g Inicio: 7hOo
gazeimidana
geladeira

)

Insergado do Dispositivo
intra-oral

Bochecho com 10 ml Solugciode

As 19h00: Imersdo em AmF/NaFfSnCl,por 30s
Solugio de Clorexidina { do dispositivo intrabucal tiver
0,12% por 1 minuto CICLAGEM amostras dos grupos GF e GLF)

DIARIA —
2h
Sh N
As 9h00: Desafio acido 1
{acido citrico 0,65%
As 14h00: Desafio icido 2 pH 3,6, por 4 minutos)

{acido citrico 0,65%
pH 3,6, por 4 minutos)

Sh

Figura 5.8 — Organograma da ciclagem diaria

5.14.3 Tratamento com Solucdo de AmF/NaF/SnCl,

Como citado anteriormente, o estudo foi realizado seguindo um modelo
cruzado (crossover) de 2 fases (4 dias cada), e um periodo de wash-out de 10 dias
entre as fases. As fases foram determinadas pela realizacdo ou ndo do bochecho
com solugdo de AmF/NaF/SnCl; pelos voluntarios (Figura 5.9).

Quando os voluntarios utilizaram os dispositivos contendo amostras dos
grupos GF e GFL, os mesmos foram instruidos a realizar o bochecho com a solugéo
de AmF/NaF/SnCl,, uma vez ao dia, por 30 segundos, logo apds a inser¢cao dos
dispositivos no inicio da manha (as 7h00), durante os 04 dias da fase experimental.
Apdés 2 h com os dispositivos em ambiente bucal (as 9h00), os voluntarios
realizaram a primeira imersao em acido citrico a 0,65%, pH 3,6, (Rakhmatullina et
al., 2013; Carvalho et al., 2014) e seguiam o0 organograma da ciclagem diaria (Figura
5.8).

A solucdo de AmF/NaF/SnCl, foi entregue aos participantes em frascos
individualizados contendo 10 mL de solugéo, quantidade esta recomendada pelo

fabricante.



Fase Expernimental in situ

Grupos GC e GL Grupos GF e GLF
Participantes Participantes
Fase 1 17 8.13
Participantes Participantes
Fase2
ase 813 17

Figura 5.9 — Desenho hibrido da fase experimental in situ

5.15 Analise Perfilométrica
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Para a andlise da perda de tecido mineral, as fitas de UPVC acido-resistentes

foram removidas cuidadosamente da superficie do esmalte dental (Figura 5.10) e as

superficies de esmalte higido (preservadas pela fita de UPVC) foram utilizadas como

referéncia para analise em um perfilbmetro 3D (PROSCAN 2100 3D Scantron,
Taunton, Reino Unido - Processo FAPESP 2011/17699-1) (Figura 5.11).

Figura 5.10 - Amostra apds desafio in situ. Apos remocao das fitas de UPVC ficam evidentes as &reas

de referéncia utilizadas
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Figura 5.11 - Amostra posicionada no perfildmetro 6ptico 3D (PROSCAN 2100 3D Scantron)

O sensor do aparelho foi programado para escanear uma area central da
amostra de 2 mm de comprimento (no eixo X) por 1 mm de largura (eixo Y) no centro
da amostra (Figura 5.12A), que corresponde a area tratada e as superficies de
referéncia de ambos os lados. O aparelho foi ajustado de forma a percorrer 200
passos, com um tamanho de 0,01 mm, no eixo X, e 20 passos de 0,05 mm, no eixo
Y. A profundidade da leséo (3-pt step height) foi calculada por um software
especifico (Proscan Application software version 2,0,17) (Figura 5.12B), com base
na subtracdo da média da altura da area teste em relacdo a média da altura das

superficies de referéncia.

Figura 5.12 — A) Esquema ilustrativo da area da amostra escanneada pelo perfildmetro éptico. B)
Imagem em 3D fornecida pelo software do perfildmetro oOptico, onde as areas de
referéncia aparecem em cor verde e a base da leséo de eroséo, em cor vermelha.
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5.16 Ensaio de Ultramicrodureza Transversal

Com o objetivo de determinar a espessura de esmalte desmineralizado abaixo
do tecido perdido (erodido), foi proposto o ensaio de ultramicrodureza transversal.

Inicialmente, a fita de UPVC foi removida da superficie e as amostras foram
seccionadas verticalmente no sentido mésio-distal de forma que fosse possivel fazer
a andlise tanto no esmalte higido como no esmalte erodido in situ. As amostras
foram incluidas em resina acrilica em matriz apropriada (Figuras 5.13A e B) e
polidas com lixas d’agua de carboneto de silicio de granulagado decrescente (#800,
#1200 e #4000) (BuehlerLtd., Lake Bluff, IL, EUA - Padrdo FEPA), sob refrigeracéo,
e com auxilio de uma politriz (Ecomet 6/Automet 2 — Buehler Ltd, Lake Bluff, IL,
EUA). A superficie oposta das amostras também foi planificada e polida, com auxilio
de um dispositivo metélico com peso de 500 g, para padronizacao da forca durante a

planificacdo e polimento (Figura 5.14).

Figura 5.13 — A) Matriz plastica desmontavel. B) Amostras posicionadas para a inclusdo em resina
acrilica ativada quimicamente. C) Amostras incluidas no sentido transversal da
superficie de estudo

Figura 5.14 — Polimento das amostras com auxilio de um dispositivo de 500 gramas de peso que
favorece o paralelismo entre as faces das amostras
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ApoOs o polimento, os espécimes (Figura 5.14) foram posicionados em uma
maquina de teste dindmico de ultramicrodureza (Ultramicrodurbmetro DUH-211S,
Shimadzu Co., Toquio, Japdo) (Figura 5.15) para medir a dureza (mN) e o méddulo
de elasticidade (GPa). A carga aplicada foi de 25 mN e a taxa de aplicacédo de forca
foi de 0,01 mN/us. Antes da realizacdo da nanoendentacdo, o endentador do tipo
piramide triangular com angulo de 115° (Bercovich) foi posicionado precisamente na
regido de interesse por meio de um microscopio optico (aumento de 100x) acoplado
ao equipamento. Foram realizadas 30 endentacbes em cada amostra na area de
substrato parcialmente desmineralizado, distribuidas em 03 colunas separadas 300
Mm entre si. As endentagbes foram realizadas ao longo de uma faixa de 10 um
abaixo da area de substrato dental perdido (base da lesdo), separadas entre si, 1 um
(medicbes feitas a cada 1 um, até a profundidade de 10 um). Para que nao
houvesse contato entre as endentacdes e com o objetivo de fazer uma varredura ao
longo de uma &rea maior, a primeira marcacao de cada coluna foi localizada a 1 pm
da superficie da regido desmineralizada (P1) e as marca¢des seguintes foram
realizadas, no sentido horizontal de deslocamento, a 10 ym (P2), 20 ym (P3), 30 ym
(P4), 40 ym (P5), 60 um (P6), 90 um (P7), 130 ym (P8), 180 um (P9) e 280 ym
(P10) em relacdo a primeira endentagdo (P1l), fazendo uma varredura da é&rea
desmineralizada (Figura 5.16). Para cada profundidade foram realizadas 03 medidas
(distribuidas nas 03 colunas), e a média dessas medidas foi utilizada para a andlise
estatistica. O equipamento foi utilizado sobre uma mesa antivibratéria, no interior de

uma caixa acrilica, para evitar possiveis influéncias do ambiente externo.

Figura 5.15 — Endentacdo do corpo de prova no equipamento ultramicrodurébmetro DUH-211S,
pertencente ao Departamento de Dentistica da FOUSP
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Figura 5.16 — llustragdo das nanoendentagcfes na area desmineralizada de esmalte, abaixo da lesao
de eroséo

5.17 Analise em Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)

A fim de se observar as caracteristicas de superficie do esmalte apds a fase
in situ, 03 amostras representativas de cada grupo foram selecionadas,
aleatoriamente, e analisadas por meio de microscopia eletronica de varredura. Cada
uma das amostras foi fixada com glutaraldeido 2% (diluido em solucdo tampé&o
cacodilato 0,1 M), pH 7,4, por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram submetidas a cinco banhos consecutivos (10 minutos cada) com
solucéo tampéao cacodilato 0,1 M (pH 7,4) para remocéo do fixador e a sequéncia
para desidratacdo quimica através da imersdo em solucbes crescentes de etanol
30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% (1 banho de 5 minutos cada) e alcool absoluto (3

banhos de 10 minutos). Posteriormente, foi feita a secagem quimica em solucao de
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HMDS a 100% por 10 minutos no interior de uma capela com exaustao e depois as
amostras foram mantidas sobre papel absorvente, dentro de um dessecador, por
mais 3 horas. Apés a evaporacao total do HMDS, foi realizada a fixacdo das
amostras com fita dupla face de carbono em stubs de aluminio (Figura 5.17). Em
seguida, as amostras foram mantidas em estufa (37°C) por mais 24 h para posterior
recobrimento com uma fina camada de carbono (MED 010, Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein) a 39 mA por 150 segundos (Figura 5.16). As eletromicrografias de
varredura foram obtidas com o auxilio do microscopio Quanta 600 FEG (FEI NE
Dawson Creek Drive Hillsboro, Oregon, EUA) (Figura 5.18), utilizando-se o detector
de elétrons secundarios (SE), em uma escala de 3 um e distancia de trabalho de 15
mm. Em cada amostra, uma imagem de cada substrato (esmalte higido e esmalte
erodido) foi obtida em aumento de 1500x e permitiu a comparacao qualitativa dos

diferentes tratamentos de superficie propostos neste estudo.

Figura 5.17 — A) Equipamento para sputtering das amostras (MED 010, Balzers Union, Balzers,
Liechtenstein). B) Amostras recobertas com carbono e posicionadas em stubs
metalicos no porta-amostras.

Figura 5.18 - Microscopio Eletrbnico de Varredura (Quanta 600 FEG) pertencente a Escola
Politécnica da USP
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5.18 Analise dos Dados

Imagens obtidas na Microscopia Eletronica de Varredura foram utilizadas para
andlises qualitativas e descritivas, verificando-se as alteracdes e caracteristicas da
estrutura do esmalte submetida aos diferentes tratamentos de superficie,
considerando a area higida do esmalte em cada amostra.

As variaveis de resposta consideradas foram: desgaste da superficie de
esmalte (n = 13, avaliada quantitativamente por perfilometria 6ptica) e espessura da
zona parcialmente desmineralizada abaixo da lesdo de erosdo dental (n = 13,
avaliada quantitativamente por ultramicrodureza transversal).

Para cada uma dessas variaveis de resposta foi realizada uma analise

estatistica distinta. Para isso, a analise estatistica foi dividida em duas partes:

5.19.1 Perfilometria optica

A diferenca entre a perda de superficie causada pelos diferentes tratamentos
de superficie e a eroséo in situ foi utilizada como resultado para cada amostra.
Previamente a realizacdo da analise estatistica, a normalidade da distribuicdo dos
dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, que demonstrou haver
aderéncia dos dados a curva normal.

Como este estudo cruzado propiciou multiplos dados por voluntario
(considerado como um bloco estatistico), os dados foram entédo avaliados por meio
da Analise de Variancia 2-fatores para medidas repetidas (ANOVA), para avaliar os
efeitos das variaveis independentes (tratamento e voluntario) e sua interagdo com a
perda de substrato (variavel dependente). A comparacdo post hoc foi realizada pelo
teste de Tukey. O nivel de significancia de 5% foi estabelecido e a analise estatistica
foi executada com a utilizagdo do programa Minitab 16.1 Statistical Software (Minitab
Inc., Pensilvania, EUA).
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5.19.2 Ultramicrodureza Transversal

A média das trés endentacfes realizadas em cada profundidade do tecido
erodido foi considerada para a analise estatistica. Para isso, duas fontes de variacao
fixas, independentes do voluntario, foram consideradas: tratamento de superficie (04
niveis: sem tratamento, solucdo de AmF/NaF/SnCl,, laser de CO, e laser de CO, +
solucdo de AmF/NaF/SnCl,) e espessura da zona parcialmente desmineralizada
abaixo da lesé@o de eroséo dental (10 niveis: P1 -1 um, P2 -2 ym, P3 -3 ym, P4 - 4
pm, PS5 -5um, P6 -6 ym, P7 - 7 ym, P8 - 8 ym, P9 - 9 um, P10 - 10 ym). Os dados
foram entdo submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) 2-fatores (tratamento e
profundidade), sendo o fator profundidade de medidas repetidas, e a comparacao
post hoc foi realizada pelo teste de Tukey.

Uma vez que houve significante fator de interacdo no modelo anterior, foi
realizada outra analise de variancia para cada tratamento de superficie
separadamente. Os dados foram entdo submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA)
de 1-fator (profundidade), de medidas repetidas. As comparacdes multiplas entre os
niveis de profundidade foram realizadas pelo teste de Tukey.O nivel de significancia
de 5% foi estabelecido em ambas as analises e a andlise estatistica foi executada
com a utilizacdo do programa Minitab 16.1 Statistical Software (Minitab Inc.,

Pensilvania, EUA).
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6 RESULTADOS

Todos os participantes completaram o estudo e nenhuma amostra foi perdida.
Para andlise dos resultados, duas variaveis de resposta quantitativa foram
consideradas: desgaste da superficie de esmalte dental e espessura da zona de

esmalte parcialmente desmineralizada abaixo da leséo de erosao.

6.1 Perfilometria Optica

Para a variavel de resposta “desgaste da superficie de esmalte dental”, o fator
de variacdo foi o tratamento de superficie em quatro niveis: sem tratamento, solucéo
de AmF/NaF/SnCl, (EImex Erosion®), irradiacdo com laser de CO, e irradiagdo com
laser de CO, + Elmex Erosion®.

A normalidade da distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov (KS), que demonstrou haver aderéncia a curva normal (p =
0,571) de todos os grupos de tratamento.

O teste ANOVA dois-fatores mostrou uma interacdo significativa entre os
fatores em estudo: voluntario e tratamento. Uma vez que o ANOVA revelou haver
diferencas na perda de substrato entre os diferentes tratamentos, o teste de
comparacdes multiplas de Tukey foi aplicado (Quadro 6.1), considerando um nivel
de significancia de 5%.

Os resultados mostram que a perda de substrato foi significativamente maior
guando nenhum tratamento (GC = 4,8 + 1,4 um) ou irradiacdo com laser de CO, (GL
= 4,4 + 2,0 um) foi realizado no esmalte; ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos que receberam tratamento com Elmex Erosion®(GF = 1,9 + 0,9 um) ou que
bochecharam com esta solucao fluoretada apos a irradiacdo com laser de CO, (GLF
=1,7+0,9 um).
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Quadro 6.1 — Média e desvio padréo dos valores de perda de substrato, dos grupos experimentais

(um)
Grupos experimentais Tratamentos de Superficie Média (Desvio
(n =13) Padrao) (um)
GC Nenhum tratamento 4,803 (1,409) *
GF Solucéo de AmF/NaF/SnCl, 1,892 (0,954) ®
GL Laser de CO, 4,375 (2,053) #
GLF Laser de CO, + Solucéo de 1,710 (0,887) ®
AmF/NaF/SnCl,

*Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05).

E importante ressaltar que alteragdes na superficie do esmalte devido a
irradiacdo com laser foram consideradas na analise dos resultados de perfilometria.
Uma vez que a fita de UPVC foi aplicada nas areas de referéncia antes do desafio
erosivo in situ, as amostras irradiadas foram avaliadas em perfilometria e verificou-se
que o laser induziu a alteracfes na superficie do esmalte dental, representando uma
perda de substrato de aproximadamente 3,4 um. Para que a perda de esmalte das
amostras dos grupos GL e GLF, verificadas apés a irradiacdo da superficie dental
(antes da fase in situ), ndo interferissem nos resultados finais apresentados, a
diferenca entre a perda de superficie causada pela erosao in situ e o tratamento com
laser de CO, (antes da fase in situ) foi considerada como resultado para cada
amostra dos referidos grupos (GL e GLF).

As imagens representativas do perfil das amostras de cada grupo

experimental estéo ilustradas na Figura 6.1.



69

Baseline

Figura 6.1 — Imagens representativas do perfil das amostras de cada grupo experimental, extraidas
do software Proscan Application (software version 2,0,17)

6.2 Ultramicrodureza Transversal

O Teste ANOVA 2-fatores foi aplicado inicialmente, com o intuito de avaliar a
interacdo entre os fatores (independentes do voluntario): tratamento de superficie
(em 04 niveis: sem tratamento, solu¢cdo de AmF/NaF/SnCl,, laser de CO; e laser de
CO, + solucdo de AmF/NaF/SnCl;) e espessura de esmalte parcialmente
desmineralizado abaixo da leséo (em 10 niveis: P1 - 1 ym, P2 - 2 uym, P3 - 3 ym, P4
-4 um, P5-5um, P6 -6 um, P7 -7 ym, P8 - 8 uym, P9 - 9 um, P10 - 10 ym). Nesse
momento, o teste revelou uma interacao significativa entre os referidos fatores de
estudo (p < 0,001).

Uma vez que o ANOVA 2-fatores (tratamento e espessura) revelou haver
diferencas na média da dureza da area de esmalte parcialmente desmineralizado
(ao longo dos 10 pym) dos substratos submetidos aos diferentes tratamentos, o teste
de comparacbes multiplas de Tukey foi aplicado (Quadro 6.2), considerando um

nivel de significancia de 5%.
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Os resultados revelaram que as amostras tratadas com solugdo de
AmF/NaF/SnCl, apresentaram uma zona desmineralizada com média de dureza
semelhante as amostras do grupo que nao receberam qualquer tipo de tratamento,
com ambos os grupos (GC e GF) apresentando média de dureza significativamente
maior que os grupos que foram irradiados com o laser de CO;, (GL e GLF) (p <
0,001). Além disso, o tratamento com solucdo de solucdo de AmF/NaF/SnCl, néo

interferiu na média da dureza dos grupos irradiados (p < 0,001).

Quadro 6.2 — Média e desvio-padrdo dos valores de ultramicrodureza transversal dos grupos
experimentais

Grupos Tratamentos de Superficie n Média (Desvio Padréo)
(kg/mm?)
GC Nenhum tratamento 13 307,4 (56,1)
GF Solucédo de AmF/NaF/SnCl, 13 312,2 (49,4) #
GL Laser de CO, 13 256,2 (49,9) ®
GLF Laser de CO, + Solucéo de 13 250,2 (46,2) ®
AmF/NaF/SnCl,

*Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05).

Com o objetivo de analisar o comportamento da dureza ao longo da
profundidade do tecido tratado e erodido in situ, analisou-se cada fator de tratamento
separadamente, através do teste ANOVA dois-fatores, considerando 02 fatores de
variacdo: amostra (13 niveis) e a espessura da zona parcialmente desmineralizada
abaixo da lesdo [em 10 niveis: P1 - 1 ym, P2 - 2 ym, P3 -3 um, P4 - 4 uym, P5 -5
pm, P6 - 6 um, P7 - 7 um, P8 - 8 um, P9 - 9 um, P10 - 10 pum]. O resultado do teste
revelou existir diferenca estatisticamente significativa entre as medidas de dureza ao
longo da profundidade do tecido em todos os grupos de tratamento (p < 0,05).

Para descobrir em qual profundidade aconteceu a diferenca estatistica nos
valores de dureza, o teste auxiliar de Tukey foi aplicado individualmente para cada

fator de estudo, considerando um nivel de significancia de 95% (Quadro 6.3).
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Quadro 6.3 — Valores da ultramicrodureza transversal nas diferentes profundidades da area abaixo da
lesdo

Profundidade n  GRUPOC GRUPOF GRUPOL  GRUPOLF
Pl-1pm 13 108,2 " 109,8 © 68,3 " 68,5 "
P2-2pum 13 169,2 190,5 P 95,8 EF 108,4 EF
P3-3pum 13 237,9° 263,5°¢ 1345 F 123,3 F
P4 —4 pym 13 307,1 ¢ 3189° 200,6 ° 176,0 °
P5-5um 13 339,0 B¢ 347,08 247,4° 2545 ¢
P6-6pum 13 365,1 *P 364,34 308,8 ¢ 287,3°¢
P7-7pm 13 378,84 376,3% 347,2 B¢ 337,4°
P8-8pum 13 386,6 * 3834 % 372,88 367,8F
P9-9pum 13 39324 385,74 399,74 383,74

P10-10pm 13 389,24 382,3° 386,8 "° 395,34

*Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p < 0,05).

6.3 Microscopia Eletronica de Varredura

Para observacao da morfologia do esmalte, apos a fase in situ do estudo, trés
amostras representativas de cada grupo foram selecionadas para analise em
Microscopia Eletrbnica de Varredura, a qual foi realizada no Laboratério de
Caracterizacao Tecnoldgica do Departamento de Engenharia de Minas e de Petréleo
da Escola Politécnica da USP. As imagens obtidas em aumento de 1500x permitiram
a avaliacdo da morfologia superficial de cada tratamento proposto para prevencao
da erosdo em esmalte dental. Cada uma das formas de tratamento superficial foi
comparada e avaliada qualitativamente com a face higida da amostra, uma vez que

a area de interesse selecionada para o estudo abrangeu tanto a area que recebeu o
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tratamento como a area de referéncia que foi protegida do desafio 4cido através das
fitas de UPVC.

Independente dos tratamentos de superficie realizados verificou-se uma nitida
diferenca na morfologia de superficie do substrato erodido em relacéo as superficies
higidas das amostras (area protegida com fitas adesivas UPVC). Nas respectivas
areas higidas (Figuras 6.1B, 6.2B, 6.3B e 6.4B), o esmalte apresentou-se
preservado, com a presenca de ranhuras, provavelmente provenientes da abrasao
das lixas de polimento durante a fase de preparo das amostras.

As amostras do grupo controle negativo ndo receberam qualquer tipo de
tratamento de superficie antes do desafio erosivo in situ. Na area exposta a ciclagem
erosiva, foi formada uma estrutura irregular e rugosa semelhante ao padrdo de
condicionamento acido, ficando mais evidentes os prismas de esmalte de formato
hexagonal.

Nas amostras tratadas com solugdao de NaF/AmF/SnCl, (bochecho com
Elmex Erosion® - 10 mL/30 s), verifica-se auséncia de ranhuras e presenca de uma
superficie homogénea, aparentemente rugosa, sugestiva de uma fina cobertura
composta por precipitados amorfos de estanho e de fluoreto de calcio (Figura 6.2A).

As caracteristicas morfolégicas superficiais do esmalte nos grupos irradiados
com laser de CO, apresentaram-se semelhantes em ambos os grupos GL (Figura
6.3A) e GLF (Figura 6.4A). Areas sugestivas de derretimento e ressolidificacdo da
superficie estiveram presentes e pequenos poros e microtrincas também puderam
ser observados. A aplicacdo de Elmex Erosion® nas amostras do grupo GLF nao
evidenciou a presenca da camada amorfa de precipitados de estanho e de fluoreto

de célcio.



73

Detector = SE1 EHT=2000kV LCT-LEO 440 Mag= 150K X
WD= 15 mm
Figura 6.1 — Fotomicrografia obtida em MEV de amostra representativa do grupo GC - controle
negativo. A) esmalte erodido in situ sem tratamento prévio do esmalte; B) esmalte higido.
Aumento de 1500x

Detector = SE1 EHT=20.00kV LCT-LEO 440 Mag= 291KX
WD= 15 mm

Figura 6.2 — Fotomicrografia obtida em MEV de amostra representativa do grupo GF — Solugéo de
NaF/AmF/SnCl, (controle positivo). A) esmalte erodido in situ com tratamento prévio do
esmalte com Elmex Erosion®; B) esmalte higido. Aumento de 1500x.
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Detector = SE1 EHT=2000kVY LCT-LEO 440 Mag= 150K X
WD= 15 mm

Figura 6.3 — Fotomicrografia obtida em MEV de amostra representativa do grupo GL — laser de CO.,.
A) esmalte erodido in situ irradiado previamente com laser de CO,; B) esmalte higido.
Aumento de 1500x

# 3
Detector = SE1 EHT=2000kVY LCT-LEO 440 Mag= 150K X
WD= 15 mm

Figura 6.4 — Fotomicrografia obtida em MEV de amostra representativa do grupo G4 — laser de CO, +
solucdo de AmF/NaF/SnCl,. A) esmalte erodido in situ irradiado previamente com laser de
CO, e submetido a bochechos com Elmex Erosion®; B) esmalte higido. Aumento de 1500x
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7 DISCUSSAO

O presente modelo experimental in situ foi desenhado para reproducao clinica
de estagios iniciais da erosdo dental, que consiste na desmineralizagdo parcial da
superficie do esmalte, com consequente reducédo da microdureza e amolecimento da
superficie (ten Cate; Imfeld, 1996). Considerando que 0s estagios iniciais da
desmineralizacdo ndo séo clinicamente detectaveis e que os individuos, comumente,
s6é tomam conhecimento do processo de erosdo quando jA houve uma perda
irreversivel de tecido (Gracia et al., 2010), este estudo analisou diferentes
estratégias de prevencédo e/ou inibicdo da desmineralizacdo do esmalte.

Embora muitas publicacbes tenham investigado a acdo dos compostos
fluoretados, contendo estanho em sua composi¢ao, na inibicdo da erosao dental, a
maioria deles considerou estagios avancados de erosao, utilizando desafios &cidos
agressivos, com perda média de esmalte dental na ordem de 23 — 147 um (Ganss et
al., 2001, 2004, 2007a; Schlueter et al., 2009d; Ganss et al., 2010; Schlueter et al.,
2011b; Huysmans et al.,, 2011). No entanto, considerando que as medidas
preventivas eficazes sdo essenciais nas fases iniciais de erosdo, optou-se, no
presente estudo, pela utilizacdo do acido citrico 0,65% (pH 3,6, 2x/dia, durante 04
dias) (Rakhmatullina et al., 2013) como solug¢éo desmineralizadora do esmalte com o
intuito de simular lesGes de erosao incipientes (2,7 — 4,8 micrometros) (Rios et al.,
2006a, 2008; Honorio et al., 2008), passiveis de remineralizagao.

Na pratica, a solucdo acida utilizada simula uma situacdo clinica durante o
consumo de bebidas acidas (Rios et al., 2008; Shellis et al., 2011). O acido citrico foi
escolhido como solugcdo desmineralizadora do esmalte por ser comumente
encontrado em bebidas a base de frutas e em refrigerantes e apresentar maior
potencial erosivo em relagcdo a outros acidos, como acido fosforico (West et al.,
2001; Hannig et al., 2005a).

Hjortsjo et al. (2009) consideram o acido citrico ideal quando o objetivo é
avaliar o potencial de fluoretos em prevenir erosdo em esmalte dental. O seu efeito
desmineralizador € bastante acentuado devido, principalmente, a sua agéo quelante
(Levitch et al., 1994; Zero; Lussi, 2005). Ele é capaz de se ligar aos ions célcio da
superficie do esmalte, formando compostos de citrato de calcio mais soluveis, e

também aos ions calcio da saliva, reduzindo seu grau de supersaturacdo em relacao
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aos minerais do dente (Meurman; ten Cate, 1996), o que favorece ainda mais a
dissolucéo dos cristais de hidroxiapatita do esmalte dental.

A primeira hipotese nula testada foi rejeitada. Neste estudo, a perda de
esmalte dental por leséo incipiente de erosao foi reduzida pela exposi¢do a solucéao
de AmF/NaF/SnCl, (500 ppm F, 800 ppm Sn?*, pH = 4,5), utilizada sozinha ou
combinada com a irradiagdo com o laser pulsado de CO; (9,3 um). O efeito inibitorio
da erosdo dental por solugbes contendo estanho também foi demonstrado in vitro
por Ganss et al. (2008), Schlueter et al. (2009a,b,c,e) e in situ por Ganss et al.
(2010), Hove et al. (2014) e Silva, 2015.

Evidéncias in vitro mostram que o pré-tratamento do esmalte com solucfes a
base de estanho pode proteger a superficie do esmalte, inibindo ou reduzindo o
efeito erosivo dos acidos, através da formacado de uma espécie de “cobertura” com
baixa taxa de dissolucéo (Ganss et al., 2001, 2008; Hove et al., 2006; Hjortsjo et al.,
2009; Wiegand et al., 2009; Schlueter et al., 2011b; Ganss et al.,, 2011). Wei e
Forbes (1974) e Babcock et al. (1978) afirmaram que fons Sn®* reagem com a
hidroxiapatita do esmalte superficial, reduzindo sua solubilidade através da
precipitacdo de sais de Sn,OHPO,, Sn3F3P0O,4, Ca(SnFs), ou glébulos tipo CaF,.

Schlueter et al. (2009b) acreditam que o tratamento do substrato com
solucdes contendo estanho favorece a incorporacédo de fons Sn** e, possivelmente,
ions F', no esmalte, resultando em uma zona superficial estruturalmente modificada,
rica em estanho e resistente a desafios &cidos erosivos.

Segundo Hjortsjo et al. (2009), o mecanismo de inibicdo da erosao dental
pelos fluoretos metalicos esta, pelo menos parcialmente, relacionado com a
presenca de moléculas de HF (acido hidrofluoridrico), as quais sdo capazes de
penetrar no esmalte e possivelmente formar moléculas de CaF, na matriz de
hidroxiapatita. De acordo com o0s autores, essa camada subsuperficial, rica em
fluoreto de calcio, pode apresentar maior resisténcia contra 0s acidos erosivos
quando comparada a camada superficial do substrato.

A segunda hipoétese nula do trabalho, sobre o efeito do laser na prevencao da
erosao dental, no entanto, nao foi rejeitada. Os resultados do desgaste superficial do
esmalte dental indicaram que o laser de CO, com o0s parametros testados neste
estudo, néo foi capaz de inibir a erosdo do substrato dental in situ, comportando-se
de maneira semelhante ao grupo controle negativo, que nao recebeu qualquer

tratamento de superficie.
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Apesar de estudos ja terem demonstrado o potencial do laser de CO; (9,6 pm
e 10,6 pm) em aumentar a resisténcia acida do esmalte frente a desafios
cariogénicos (Featherstone et al., 1998; Kantorowitz et al., 1998; Hsu et al., 2000;
Rodrigues et al., 2004; Klein et al., 2005; Rodrigues et al., 2006; Steiner-Oliveira et
al., 2006, 2008; Esteves-Oliveira et al., 2009; Chen; Huang, 2009; Souza-Gabriel et
al., 2010; Rechmann et al., 2011; Rechmann et al., 2013; Cohen et al., 2014), os
resultados de estudos envolvendo prevencao e/ou controle da erosao dental ainda
sdo controversos.

Enquanto Esteves-Oliveira et al. (2011, 2012) e Lepri et al. (2013) mostraram
que o laser de CO,, isoladamente, em comprimentos de onda de 10,6 pum, foi capaz
de prevenir e controlar as lesGes de erosdo em esmalte dental, Steiner-Oliveira et al.
(2010) e Lepri et al. (2014) mostraram resultados contrarios. Quanto a irradiacéao
com laser de CO, com comprimento de onda de 9,6 um ndo ha, até o momento,
nenhuma evidéncia de efeito preventivo contra a erosdo do esmalte, como ja foi
reportado para prevencao de lesBes de cérie in vivo por Rechmann et al. (2011,
2013).

No presente estudo, o laser de CO, foi operado no comprimento de onda de
9,6 um. Essa faixa de comprimento de onda favorece uma absor¢cdo quase dez
vezes maior do que para o comprimento de onda de 10,3 - 10,6 ym (Fried et al.,
2001), o que resultaria em uma deposicado bastante eficaz de energia na camada
superficial do esmalte, com menor risco de dano pulpar. Para minimizar a deposicéo
de energia acumulada e um possivel aumento de temperatura da polpa, optou-se
também pelo uso de pulsos curtos. Os lasers de pulsos curtos tém a vantagem de
fornecer alta densidade de energia por um curto periodo de tempo, com tempo de
intervalo entre os pulsos suficiente para que o calor gerado possa ser dissipado,
reduzindo possiveis danos a polpa dentaria (Fried et al., 2001). Os parametros de
irradiacdo do laser foram escolhidos de acordo com estudos anteriores, in vivo
(Rechmann et al., 2011, 2013) que mostraram menor perda de minerais do esmalte
dental frente a desafios cariogénicos (inibicdo da lesdo de carie em esmalte dental
variou de 46 a 87%), quando da irradiacdo com laser de CO, (9,6 um) de pulsos
curtos.

Uma das hipoteses que podem explicar a diferenca do efeito do laser de CO,
na inibicdo da lesdo de cérie e da erosdo dental pode estar relacionada ao fato de

gue os desafios acidos envolvidos no processo de erosdo sao muito mais agressivos
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do que no processo de desenvolvimento da lesédo de carie dental. Ambas as lesdes
necessitam de um meio subsaturado em relagcdo ao mineral do dente para que
ocorra a desmineralizacdo, mas 0s processos diferem entre si em alguns aspectos:
na erosdo dental, os agentes causadores tém pH muito baixo (pH < 4,5) e raramente
apresentam concentrac¢des significativas de caélcio, fosforo e fluor, sendo, portanto,
altamente subsaturados em relagcédo ao meio (Barbour et al., 2003).

Na formacado da lesédo de carie, por outro lado, o agente causador (fluido do
biofilme) contém calcio, fosfato e algum fluoreto, dificiimente apresentando-se tao
subsaturado como uma solucdo erosiva (Hondrio et al.,, 2008). Além disso,0 pH
raramente cai abaixo de 4,0 - 4,5, o que é mais elevado do que no processo de
erosdo dental, e o fluido do biofilme é estatico. Dessa forma, a troca entre ions
minerais e ions hidrogénio € controlada por difusdo. Levando estes fatos em
consideracao, a taxa de desmineralizacao para lesdo de carie € muito mais lenta do
gue no processo de erosdo dental (Meurman; ten Cate, 1996; Featherstone; Lussi,
2006).

A segunda hipétese levantada para justificar as diferencas entre os resultados
dos estudos realizados com o laser de CO, de 9,6 um para prevencao de cérie e
erosao esta relacionada aos parametros de irradiacdo considerados e seus efeitos
no esmalte dental. Os resultados encontrados mostraram que 0s parametros de
irradiacdo utilizados para o laser de CO, ndo favoreceram a prevencao da lesao de
erosdo in situ. As imagens de morfologia de superficie do esmalte obtidas no
presente estudo revelaram que as amostras irradiadas, independente de terem
recebido ou né&o tratamento adicional com solugdo de AmF/NaF/SnCl,,
apresentaram uma morfologia de superficie semelhante a relatada por estudos
prévios (Nelson et al., 1987; McCormack et al., 1995; Chan et al., 2014).

A visualizacdo de areas sugestivas de derretimento, fusdo e recristalizacao da
apatita do esmalte, e também de microporos e microtrincas na area de irradiacao,
decorrentes do aquecimento provocado na superficie do esmalte dental pela
irradiacdo com laser de CO,, sugerem que a temperatura atingida na superficie do
esmalte foi maior que 1.100°C. Segundo Fowler e Kuroda (1986) e Kuroda e Fowler
(1984), em temperaturas acima de 1.100°C ocorre a fusdo (melting) da hidroxiapatita
e formacdo de novos compostos (alfa-tricalcio fosfato, beta-tricalcio fosfato e
tetracalcio fosfato), mais sollveis em relacdo a apatita do esmalte. Ainda que nesta

faixa de temperatura também ocorra a perda de carbonato da apatita do esmalte, o
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que seria favoravel para a reducao da solubilidade desse substrato, a sua auséncia
ndo foi suficiente para inibir a desmineralizacdo por &cido citrico do esmalte
irradiado.

Através do efeito térmico sobre o tecido dental, esperava-se que a irradiacédo
com laser de CO, fosse capaz de reduzir a desmineralizagdo acida por erosao.
Nesse contexto, microespacos formados pelo laser podem ter contribuido para que o
esmalte dental ficasse mais susceptivel a acdo do &acido citrico, assim como
sugerido por alguns estudos que avaliaram substratos irradiados com lasers de alta
poténcia e também verificaram a formacdo dessas microtrincas, devido a remocao
de componentes organicos, 4gua e carbonato do esmalte irradiado (Tepper et al.,
2004). Apel et al. (2005) reportou que alteracdes morfolégicas, como microtrincas e
microporos, também visualizadas nas imagens de microsocopia do presente estudo,
podem facilitar a infiltracdo das solucbes acidas e a desmineralizacdo em regides
mais profundas do substrato.

Além das alteracdes observadas na superficie do substrato, os valores de
dureza transversal mostraram que ndo apenas a superficie pode estar mais
susceptivel a desmineralizacdo, mas a subsuperficie também tem seu conteddo
mineral reduzido, o que foi avaliado indiretamente pelo teste de ultramicrodureza
transversal. Independente da presenca dos fluoretos, a zona parcialmente
desmineralizada das amostras irradiadas (GL e GLF) apresentou uma dureza média
menor em relacdo aos grupos nao irradiados. Pode-se inferir entdo que o grupo
controle, apesar de apresentar uma superficie mais susceptivel a perda de substrato
(verificada através da perfilometria Optica), o conteado mineral da subsuperficie se
mostrou semelhante ao GF.

Os dados de ultramicrodureza transversal revelaram uma &rea
desmineralizada, abaixo da lesédo de erosédo, de aproximadamente 8 micrometros
nos grupos irradiados (GL e GLF) e de 5 a 6 micrometros nos grupos nao irradiados
(GC e GF). Diante do exposto, o substrato irradiado, quando ndo exposto aos
fluoretos, revelou-se mais susceptivel a erosdo e com uma faixa de zona
desmineralizada maior em relagcéo aos grupos GC e GF e semelhante ao grupo LF.

Considerando a eficacia limitada dos agentes fluoretados em inibir a perda
mineral durante desafios erosivos (Larsen, 2001; Larsen; Richards, 2002) e que o
fluoreto sozinho pode néo ser eficaz contra a erosado de esmalte dental (Lussi et al.,

2008), este estudo também avaliou o efeito da irradiacéo do laser de CO, combinada
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com um agente fluoretado na desmineralizacdo do esmalte. A hipétese nula sobre o
efeito sinérgico do laser com a solugcdo de AmF/NaF/SnCl, também néo foi rejeitada.
Observa-se que houve uma diminuicdo da dureza média da area parcialmente
desmineralizada nas amostras do grupo LF, mas pelos achados da perfilometria,
isso ndo comprometeu a perda de substrato, j& que a sua perda (aproximadamente
1,7 um) foi semelhante a perda de tecido das amostras que foram tratadas apenas
com solucdo de Elmex Erosion®.

Ainda ndo ha um consenso na literatura acerca do melhor momento para
aplicacado dos compostos fluoretados quando da associacdo com o laser de CO,. A
escolha para o tratamento com fluoreto apés a irradiacdo com o laser tem como
base a metodologia utilizada e resultados encontrados por outros autores (Hossain
et al.,, 2002; ; Rodrigues et al., 2006; Tagliaferro et al., 2007); que mostraram
melhores efeitos preventivos em relacdo ao flior quando o mesmo foi aplicado
posteriormente a irradiacdo. No entanto, nas amostras em que o laser de CO; foi
associado a solugcdo de AmF/NaF/SnCl,, nenhum efeito adicional foi encontrado
(Wiegand et al., 2010a; Steiner-Oliveira et al., 2010; Lepri et al., 2015), contrariando
0s achados prévios da literatura que mostraram sinergismo entre o laser de CO, (em
comprimentos de onda de 10,6 um) e diferentes produtos fluoretados diante de
desafios cariogénicos (Hsu et al., 1998; Hsu et al., 2001; Chin-Ying et al., 2004;
Rodrigues et al., 2004; Tepper et al., 2004; Rodrigues et al., 2006; Chen; Huang,
2009); Mathew et al., 2013) e erosivos (Lepri et al., 2015).

As amostras de esmalte irradiadas e submetidas ao tratamento com o produto
fluoretado ndo exibiram os precipitados globulares sugestivos de sais de estanho e
fluoreto de célcio, comumente encontrados apds o tratamento com solucdes a base
de estanho (Babcock et al., 1978; Hove et al., 2006; Yu et al., 2010a). Wiegand et al.
(2010b) sugerem que isso aconteca em virtude de a irradiagdo com laser de CO;
favorecer a incorporacdo de flaor fortemente ligado (na forma de fluorapatita) no
esmalte em maior propor¢cdo do que o fldor fracamente ligado na superficie (na
forma de precipitados tipo CaF,). A auséncia da camada de precipitados a base de
estanho na superficie do esmalte irradiado pode justificar a auséncia do efeito
sinérgico entre o laser de CO; e o produto fluoretado. No entanto, os resultados da
andlise de perfilometria 6ptica encontrados para 0 grupo em que a associagcdo dos
tratamentos foi feita sdo semelhantes aos do grupo em que apenas a solucédo de

AmF/NaF/SnCl; foi utilizada. Portanto, ainda que a irradiacdo do esmalte com o laser
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CO;, nao tenha potencializado o efeito protetor da solugcdo de AmF/NaF/SnCl,,
também ndo comprometeu a sua acao e nao teve efeito antagdnico.

Isso pode ter ocorrido pela permeacdo dos compostos fluoretados por entre
0S poros e microtrincas causados pela acao térmica da irradiacdo com o laser de
CO,, atingindo a estrutura desmineralizada abaixo do tecido erodido in situ (Fowler;
Kuroda, 1986; Oho; Morioka, 1990). Segundo Chin-Ying et al. (2004), esses
microporos e microtrincas favorecem a penetracédo de fluoreto de calcio no esmalte
dental, aumentando a capacidade do reservatorio e da liberacdo de flGor no meio
bucal. Estudos futuros devem ser conduzidos para avaliar as modificacdes quimicas
e estruturais que ocorrem na superficie e subsuperficie do esmalte irradiado e
exposto da solucdo de AmF/NaF/SnCl;, para elucidar os resultados encontrados.

Considerando o modelo experimental utilizado no presente estudo, in situ, é
importante ressaltar que o bochecho com a solu¢cdo de AmF/NaF/SnCl; foi realizado
logo apos a inser¢do do dispositivo intra-bucal no inicio de cada dia da ciclagem
erosiva. Nesse momento ainda ndo havia uma densa e estavel pelicula adquirida
salivar formada sobre a superficie da amostra de esmalte.

Sabe-se que a pelicula adquirida salivar desempenha um importante papel no
desenvolvimento das lesdes de eroséao dental (Hove et al., 2007; Hove et al., 2008).
Uma pelicula salivar densa e madura, além de funcionar como uma barreira de
difusdo, inibindo o contato direto do acido com a superficie dental (Buzalaf et al.,
2012), favorece a deposicdo dos sais de estanho e globulos semelhantes ao CaF,
na superficie do esmalte, fornecendo ions calcio para o0 meio e protegendo ainda
mais o substrato durante os desafios &cidos. No entanto, estudos que avaliam o
efeito in situ de solugdes fluoretadas contendo estanho e que ndo consideram a
presenca da pelicula adquirida, reportam diferentes resultados em relacdo a eficacia
do produto (Schlueter et al., 2009d; Schlueter et al., 2011b; Silva, 2015).

Um estudo recente, desenvolvido pelo mesmo grupo de trabalho (dados ainda
nao publicados), sugere que a solucdo de AmF/NaF/SnCl, desempenha melhor
efeito protetor quando da auséncia de pelicula adquirida madura, nédo interferindo na
deposicdo de sais de estanho, flior e fésforo, assim como dos sais de CaF,,
formados durante a interacdo do estanho associado a fluoretos com a hidroxiapatita.
Os autores observaram que a solugao de AmF/NaF/SnCl, foi mais eficaz na reducéao
da perda de tecido mineral sob desafios erosivos quando aplicado duas vezes in

vitro (sem considerar a formagéo da pelicula adquirida antes da ciclagem &cida). Ja
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na fase in situ do estudo, a solucdo de AmF/NaF/SnCl,, aplicada duas vezes ao dia,
apresentou maior potencial em reduzir a desmineralizacdo acida quando comparada
ao grupo controle. Ainda que os resultados para a aplicacdo de 1 e 2 vezes tenha
sido similar, houve uma tendéncia para menor perda de substrato quando
considerada a segunda aplicacao diaria. Os autores acreditam que essa tendéncia
tenha ocorrido devido ao fato de a segunda aplicagdo da solucéo fluoretada ter sido
realizada no final da ciclagem erosiva diaria, quando possivelmente ndo havia mais
pelicula adquirida madura, concordando com outros estudos da literatura que nao
consideram a formacao da pelicula adquirida no modelo experimental (Ganss et al.,
2010; Schlueter et al., 2009d, 2011b).

Apesar de estudos in situ (Hove et al., 2008; Ganss et al., 2010; Huysmans et
al., 2011; Schlueter et al., 2009a, 2011b, 2013) ja terem apresentado os beneficios
dos produtos fluoretados a base de estanho, em suas diferentes formas de
apresentacao, na inibicdo da erosao, ndo ha evidéncias, portanto, da presenca da
pelicula adquirida salivar afeta a interacdo desses produtos fluoretados com a
superficie do substrato dental. Estudos futuros séo, portanto, necessarios para
avaliar de que maneira a presenca da pelicula adquirida salivar contribui para o
efeito inibidor da erosdo dos produtos fluoretados. Estudos estes que poderao
esclarecer a real necessidade ou ndo da remocado da pelicula salivar e/ou biofilme
dental previamente a aplicacdo desses produtos a base de estanho no esmalte
dental.

Modelos experimentais in situ sdo muito bem indicados para avaliar
propriedades anti-cariogénicas de produtos fluoretados, por serem considerados um
estagio intermediario entre os estudos in vitro e in vivo (Zero, 1995) e isso também é
aplicavel para estudos de erosao dental. Uma das variaveis experimentais bastante
discutida na literatura € a origem do substrato dental a ser utilizado nos modelos in
Situ.

Dentes bovinos foram utilizados ao invés de dentes humanos, pois segundo
Meurman e Frank (1991), Turssi et al. (2010), Yassen et al. (2011), Laurance-Young
et al. (2011), apresentam caracteristicas que os tornam substitutos do substrato
humano em modelos in situ de erosdo/abrasdo dental. Essas caracteristicas
incluem: composicdo mais uniforme que os dentes humanos, o que diminui a
variabilidade de respostas, dureza, orientacdo dos prismas de esmalte e

porcentagem em peso de calcio equivalentes ao esmalte dental humano. Possuem
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também maior area de superficie e serem de facil obtencdo em relacdo aos dentes
humanos. Diferencas morfolégicas entre ambos o0s substratos podem ser
encontradas (maior porosidade e maiores cristais de hidroxiapatita) e implicam em
maior taxa de progressédo de desmineralizacdo do substrato bovino em relacdo ao
substrato humano (Amaechi et al., 1999a; Vieira et al.,, 2005; Attin et al., 2007).
Segundo Zero (1995), essas diferencas entre substratos resultam em diferenca de
comportamento durante modelo experimentais cariogénico in situ. Apesar da leve
ciclagem erosiva realizada no presente estudo (aproximadamente 5 pm), os
resultados apresentados podem ser sobrestimados quando comparados com o0s
dentes humanos in vivo. Como o presente estudo foi capaz de se aproximar mais
das variaveis biologicas do ambiente oral, os resultados devem ser entendidos como
um indicador do que possivelmente ocorreria in vivo (Rios et al., 2006a).

Outra variavel experimental em modelos in situ, como ja abordado
anteriormente, € a presenca da pelicula salivar sobre as amostras de esmalte dental
que € a principal condicao biolégica relacionada a erosédo dental. Fatores salivares
muito discutidos no contexto da carie dental devem ser especialmente considerados
na erosdo dental. A pelicula salivar pode atuar como um doador de célcio e fosfato
para processos de remineralizacdo ou pode auxiliar na precipitacdo de uma camada
mineral sobre a superficie do dente, protegendo-a do contato direto com substancias
acidas (Lendenmann et al., 2000; Buzalaf et al., 2012). A escolha por 2 h para
formacdo da pelicula salivar foi baseada em resultados de estudos anteriores
(Meurman; Frank, 1991; Amaechi et al., 1999c; Lendenmann et al., 2000; Hannig et
al., 2003; Hannig et al., 2004; Hara et al., 2006a; Wiegand et al., 2008a) que
mostraram que uma pelicula com 02 horas de formacdo j4 tem capacidade de
proteger a superficie do esmalte, reduzindo o efeito dos acidos. Peliculas adquiridas
salivares formadas in situ por 30 min, 1 hora e 2 horas (Hannig et al., 2004) ou 2, 6,
12 e 24 horas (Hannig et al, 2003), respectivamente, n&o diferiram
significativamente na habilidade em reduzir a desmineralizagdo do esmalte em
desafios erosivos (Wiegand et al., 2008a).

E importante ressaltar que a discuss&o dos resultados deste estudo é limitada
pela pouca literatura existente sobre os efeitos do laser de CO, com comprimento de
onda de 9,3-9,6 um na prevencédo e/ou controle das lesdes de erosédo dental. Além
disso, os diferentes agentes fluoretados, os diferentes parametros de irradiagdo com

laser de CO, e os diferentes modelos experimentais utilizados nos estudos de
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erosdo dental tornam inadequadas as comparacdes precisas entre a literatura e 0s
dados aqui encontrados.

Dentro das limitacdes desse estudo in situ, pode-se concluir que o uso do
enxaguatério bucal fluoretado contendo estanho (500 ppm F, 800 ppm Sn?*, pH =
4,5) mostrou potencial de controle da erosdo de esmalte dental. A irradiacdo do
esmalte dental com o laser associado a solucao fluoretada mostrou-se eficaz, mas
seu efeito ndo foi sinérgico. O laser de CO; (9,6 um), nos parametros utilizados, nédo
foi capaz de controlar a erosédo em esmalte causada por acido citrico. No entanto, o
laser de CO, é uma tecnologia promissora para o controle dos processos de
desmineralizacdo erosiva do esmalte, jA& demonstrando potencial in vivo para
prevencao de lesdes de carie dental. Portanto, estudos futuros sdo necessarios para
determinar o parametro ideal do emprego clinico do laser de CO; (9,3 - 9,6 um) para

prevencao da erosao dental.
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8 CONCLUSOES

Considerando as condicBes experimentais sob as quais foi realizado este

estudo in situ, pode-se concluir que:

- a solugdo de AmF/NaF/SnCl, (contendo 500 ppm F’, 800 ppm Sn?*, pH = 4,5)
foi o tratamento que apresentou melhor potencial de prevencgéo da eroséo de
esmalte dental.

- 0 laser de CO,, nos parametros utilizados, ndo foi capaz de controlar lesdo de
erosdo em esmalte causada por &cido citrico (0,65%, pH 3,6);

- 0 tratamento da superficie do esmalte dental com a solucdo de
AmF/NaF/SnCl,, associado a irradiacdo com o laser CO,, mostrou-se eficaz,

mas seu efeito ndo foi sinérgico.
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APENDICE A — Instrugdes aos Voluntarios

INSTRUCOES AOS VOLUNTARIOS

A fase experimental in situ tera duragdo de 20 dias. O aparelho devera ser utilizado durante
2 fases pré-determinadas de 4 dias cada, visto que antes de cada fase, haverd um periodo

de preparo/descanso de 2 dias, em que o aparelho ndo sera utilizado;

O aparelho devera ser utilizado aproximadamente das 7h + 30 min as 19h + 30 min,
devendo ser armazenado na caixa sobre a gaze umedecida com agua destilada-deionizada

(que foi fornecida no kit da pesquisa) em geladeira durante a noite;

Para evitar a formacgéo de biofilme, ao final de cada dia experimental, imergir seu aparelho
por 1 minuto em solugéo de clorexidina 0,12%, fornecido no kit da pesquisa; ap6s a imerséo

enxaguar o aparelho em agua corrente e armazena-lo na geladeira;

Antes de qualquer refeicdo e/ou lanche e/ou ingestdo de bebidas, remova o aparelho da
boca e coloque-o na caixa sobre a gaze umedecida com agua destilada-deionizada;

Ap6s a ingestdo de alimentos e bebidas (exceto &gua) entre as refeigcbes principais,
enxague a boca com agua corrente e aguarde 15 minutos antes de colocar novamente o
aparelho na boca;

Vocé pode beber APENAS AGUA com o aparelho em boca;

Realize a higienizacdo dos dentes naturais normalmente 3x/dia (ap6s café da manha,
almoco e antes de dormir) com a escova de dente, creme dental e fio dental fornecidos pela

pesquisadora;

A porcao interna do aparelho, que fica em contato com a mandibula, podera ser escovada

com a mesma escova de dente e creme dental fornecidos no kit de higiene oral diaria.

N&o escove a superficie que contém os fragmentos de esmalte dental, e evite também, que

o dentifricio entre em contato com as amostras;

Durante o experimento, interrompa o uso de qualquer enxaguatorio bucal;
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Durante o experimento, vocé ndo devera fazer uso de qualquer medicacao sistémica;

Durante as 2 fases experimentais de 4 dias (de 26 a 29/05/2014 e de 09 a 12/06/2014) vocé

devera realizar devidamente os procedimentos instruidos;

Nas sextas-feiras (dia 30/06 e 13/06) ou em outro dia previamente combinado, os aparelhos

deverdo ser entregues a mim, para recolhimento das amostras e as analises em laboratério;

Na quarta-feira (dia 04/06) ou quinta-feira (dia 05/06) vocé devera comparecer na FOUSP
para recebimento de novo kit de pesquisa (aparelho contendo novas amostras e potes

contendo novo &cido citrico para a fase experimental seguinte);

Caso vocé tenha algum desconforto durante o experimento, me comunique imediatamente

pelo telefone: (79)9978-3281 (Vivo) ou pelo email: thayannemramos@usp.br;

Sua colaboracdo de extrema importancia para o bom andamento deste experimento. Os
horarios e numero de imerséo na solucdo de &cido citrico, bem como o uso ininterrupto do

aparelho séo essenciais para que a pesquisa fornega resultados confiaveis;

AGRADECO IMENSAMENTE SUA COLABORACAO E DISPONIBILIDADE, E
ESTOU A DISPOSICAO PARA QUAISQUER ESCLARECIMENTOS.
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa:
“Avaliacao in situ do efeito do laser de CO;, na prevencédo da lesdo de eroséo
em esmalte dental bovino”, a ser realizada pela aluna do curso de Doutorado em
Dentistica Thayanne Monteiro Ramos Oliveira, sob orientacdo da Profa. Dra. Patricia
Moreira de Freitas, no Laboratério Especial de Laser em Odontologia (LELO) do
Departamento de Dentistica da Faculdade de Odontologia da USP (FOUSP). As
informacdes contidas neste formulario tém objetivo de firmar acordo escrito mediante
0 qual vocé - o voluntario da pesquisa - autoriza a sua participacdo na pesquisa,
com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos a que se submetera, com

capacidade de livre-arbitrio e sem qualquer coacgao.

Objetivo: Este estudo in situ tem como objetivo avaliar se o laser de CO, pode

prevenir a lesdo de erosdo em esmalte dental bovino.

Justificativa: Apesar de estudos terem demonstrado resultados promissores dos
lasers de CO,, 9,6 e 10,6 um na prevencao de lesdes de carie, até o momento, ndo
existem relatos na literatura da acdo do laser de CO; (9,6 um) na prevencao de
lesbes erosdo esmalte dental. Desta forma, justifica-se uma avaliagdo in situ do

efeito de novas alternativas de tratamentos do esmalte dental.

Procedimentos: Os voluntarios selecionados terdo a sua arcada dental inferior
moldada para a confeccdo de um aparelho removivel mandibular, confeccionado em
resina acrilica. Cada dispositivo conterd 8 fragmentos de esmalte bovino
(devidamente esterilizado em radiacdées gama no IPEN/USP). Dois dias antes do
inicio do experimento e durante todo o experimento, vocé, voluntario da pesquisa,
devera utilizar exclusivamente a escova de dente, o creme dental e o fio dental

fornecidos pela pesquisadora.
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O experimento total ira durar 20 dias: 2 dias iniciais de preparacao (periodo lead-in)
e 2 fases experimentais de 4 dias de utilizacdo do dispositivo mandibular. Entre as
fases experimentais haverd periodos de wash-out de 10 dias, nos quais Vvocé,
voluntario da pesquisa, NAO utilizara o aparelho intra-oral. Durante ouso do
aparelho, as amostras submetidas, in vitro, aos diferentes tratamentos propostos na

pesquisa, serdo submetidas a erosao extra-oral in situ.

Para a erosao: vocé ira adaptar o aparelho em boca pela manha (aproximadamente

7h £ 30 min) e ap6s 02 horas, vocé ir4 imergir o aparelho nos frascos fornecidos
pela pesquisadora contendo &cido citrico 0,65% (pH 3,6) por 4 minutos, 2 vezes ao
dia, durante 04 dias e em horarios pré-determinados. Apos a imerséo, o aparelho
sera seco cuidadosamente em papel absorvente e reinserido na boca, até a proxima
imersdo. Cada imersdo devera ser feita em um novo &cido, devendo o anterior ser
devolvido a pesquisadora.Vocé continuard higienizando seus dentes normalmente
com pasta de dente com flior. Em uma das fases da pesquisa (previamente
informada pela pesquisadora), vocé irA bochechar 10 mL de solucdo fluoretada
(Elmex Erosion®) por 30 segundos. Este bochecho devera ser realizado 1x/dia,
durante os 04 dias da fase experimental, apés a primeira escovacao dental diaria e

com os dispositivos mandibulares em boca.

Riscos e Desconforto: Os voluntarios poderéo sentir um leve desconforto pelo uso

do aparelho removivel, que serd minimizado com o ajuste criterioso do dispositivo.

Beneficios: Os resultados desta pesquisa contribuirdo para um maior conhecimento
sobre o tema abordado no meio cientifico, sem beneficio direto para vocé.
Clinicamente, pacientes com predisposicdo a erosdo dental ou com sinais clinicos

de eroséo poderéo ser beneficiados com os avangos das pesquisas nesta area.

Forma de acompanhamento e assisténcia: Todos o0s procedimentos serao
acompanhados pela pesquisadora. Além disso, ela oferecera toda a assisténcia
necessaria durante a pesquisa, se o voluntario tiver qualquer problema com o uso do

dispositivo intra-oral.
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Garantia de Sigilo da identidade do sujeito da pesquisa: A pesquisadora ira
tratar a sua identidade com padrbes profissionais de sigilo. As informacdes
fornecidas e o material que indique a sua participacdo serdo confidenciais e de
conhecimento apenas das pesquisadoras responsaveis. Nada sera liberado sem a
sua permissdo. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa
resultar deste estudo. Uma copia deste consentimento informado seré arquivada no
Departamento de Dentistica da Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o

Paulo e outra sera fornecida a vocé.

Garantia de esclarecimentos, Liberdade de Recusa: Vocé sera esclarecido(a)
sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. A sua participacdo € voluntaria
e voceé ¢é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper

a participacao a qualquer momento, sem nenhuma penalidade e sem prejuizos.

Custos da Participacdo, Ressarcimento ou indenizacdo: A participacdo no
estudo ndo acarretara custos para vocé e nao sera disponivel nenhuma
compensacao financeira adicional. Vocé sera ressarcido(a) de eventuais despesas
com transporte para comparecimento na FOUSP para realizagdo dos procedimentos
laboratoriais. Ndo h& indenizacao prevista, pois a presente pesquisa ndo oferece

qualquer dano ao individuo.

Qualquer duvida ou problema relativo a pesquisa deve ser comunicado com a
maior brevidade possivel a Thayanne Monteiro através do telefone (79) 9978-3281

(Vivo) ou pelo email thayannemramos@usp.br. Se houver duvidas sobre a ética da

pesquisa (Parecer 206.317 de 22/02/2013) entre em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia (Av. Lineu Prestes 2227, 05508-000 S&o
Paulo, telefone (11)3091-7960 ou pelo e-mail cepfo@usp.br).


mailto:thayannemramos@usp.br
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ApGs ter sido informado e ter minhas duvidas suficientemente esclarecidas
pela pesquisadora, declaro que concordo em participar de forma voluntaria desta
pesquisa. Recebi uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me

foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Local e Data
Nome do Participante Assinatura RG ou CPF
Pesquisadora Responsavel Assinatura CRO/SP

Orientadora Assinatura CRO/SP



Fneres
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ANEXO B - Certificado da Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Comiss3o de Etica no Uso de Animais/CEUA
Tel. (11) 3091 7887/7863

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo CEUA/FOUSP N° 005/2014
referente ao projeto intitulado: “Avaliagdo in situ do efeito do laser de CO,,
associado ou nio ao fltior, na inibicdo da progressdo da lesdo de erosdo em
esmalte dental bovino” sob a responsabilidade de execugao dos autores Profa.
Dra. Patricia Moreira de Freitas Costa e Silva, o(a) aluno(a) Thayanne Monteiro
Ramos Oliveira, foi analisado na presente data e considerado isento de analise da

CEUA por utilizar dentes bovinos provenientes de frigorificos.

S3o0 Paulo, 28 de abril de 2014,

> = ——
Prof. Dr-Joao Gualberto de Cerque]
Presidente da CEUA/FOUSP-



