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EPIGRAFE






“A mente que se abre a uma nova ideia

Jjamais voltara ao seu tamanho original”

Albert Einstein
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do liquido de origem
estomacal e duodenal na superficie do esmalte dental, simulando a acdo do
liquido refluido em pacientes com refluxo duodenogastrico. A partir de incisivos
bovinos obteve-se fragmentos de esmalte medindo 4x4x2mm, e apls o
polimento, foram selecionados 40 espécimes através do teste de microdureza.
Os espécimes foram isolados com resina composta deixando apenas metade
da superficie do esmalte exposta aos desafios erosivos, foram entdo divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n=10), G1: HCI (pH 2,0), G2: HCI + Pepsina
(pH = 2,1), G3: HCI + Bile de boi + NaHCO3 (pH 3,0), G4: HCI + Pancreatina +
NaHCO3; (pH 3,0). Os fragmentos foram expostos em solucdes a 37°C, 6x/dia,
durante 20s sob agitacdo por cinco dias, posteriormente foram analisados por
meio da avaliacdo morfolégica, da rugosidade superficial e do desgaste
(degrau) do esmalte dental com microscopia confocal a laser, em seguida os
espécimes foram seccionados longitudinalmente, planificados e polidos para a
realizacdo da microdureza longitudinal, onde foram realizadas 15 medidas em
cada area (controle/protegida e exposta). Os dados foram analisados pelo teste
Kruskal-Wallis e de Dunn’s (p<0.05) para diferenciacdo das médias. Na analise
dos dados observou maior degrau e rugosidade da superficie para o G3 (5,59 +
1,69; 2,20+1,61) e foi diferente estatisticamente significante com os grupos 1 e
2 nas duas analises (3,90+1,55; 1,02+0,18; 3,67+1,45; 0,89+0,12) (p<0,05),
apenas o degrau do G4 (4,90+1,80) foi semelhante ao G3 (p>0,05). Na andlise
da microdureza nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre
0os grupos. Na andlise morfolégica observou-se maior perda estrutural nos
grupos 3 e 4 com erosao intensa da regido interprismatica com areas amorfas.
Pode-se concluir que a bile e a pancreatina, de origem duodenal, em
associacdo com o acido cloridrico, podem promover uma erosao dentaria mais
intensa, com maior perda estrutural, aumento da rugosidade da superficial e

perda da anatomia prismatica do esmalte.

FAPESP (# 2013/01413-7).

Palavras-chave: Erosdo Dental, Refluxo duodenogastrico, esmalte dental
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ABSTRACT

The goal of this study was to evaluate the effects of stomach and duodenal fluid
on the enamel surface, simulating the action of refluxed liquid in patients with
duodenogastric reflux. Bovine incisors were selected in order to obtain enamel
fragments measuring 4x4x2mm each, which were then polished and brought to
a microhardness test, 40 final specimens were selected. The specimens were
isolated with composite exposing only half of the enamel surface to erosive
challenges and then randomly divided into 4 groups (n = 10), G1: HCI (pH 2.0);
G2: HCI + pepsin (pH 2.1); G3: HCI + Ox Bile + NaHCO3 (pH 3.0); G4: HCI +
Pancreatin + NaHCO3; (pH 3.0). The samples were exposed in 37°C solutions,
6x/day, for 20s, under stirring for 5 days. Subsequently, they were analyzed for
morphologic evaluation, surface roughness and the step formed on the dental
enamel, with confocal laser microscopy. The specimens were then cut
longitudinally, their surfaces flattened and polished for holding the longitudinal
microhardness, where 15 measurements were performed in each of the areas
(control/protected and exposed). The data were analyzed using the Kruskal-
Wallis test and Dunn's (p<0.05) means for differentiating. Both analysis showed
a higher step and surface roughness for the G3 (5.59+1.69, 2.20 + 1.61), a
difference that was statistically significant within groups 1 and 2 (3.90 = 1, 55,
1.02 £ 0.18, 3.67 £ 1.45, 0.89 £ 0.12) (p <0.05) and only the step in G4 (4.90,
1.80) was similar to G3 (P> 0.05). The analysis of microhardness showed no
statistically significant difference between groups. Morphological analysis
showed greater structural loss in groups 3 and 4 with intense erosion of
interprismatic region with amorphous areas. Therefore, it can be concluded that
bile and pancreatin, from duodeno, in combination with hydrochloric acid, may
promote greater dental erosion, with greater loss of structure, increased surface

roughness and loss of enamel prismatic anatomy.

FAPESP (# 2013/01413-7).

Keywords: Dental erosion, Duodenogastric reflux, Dental enamel
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1. INTRODUCAO

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) vem afetando grande
parte da populagéo, especialmente nos paises ocidentais (Spechler et al 1992;
Dent et al 2005; Sifrim; Zerbib, 2012). No Brasil o indice de acometidos por
esta doenca crbnica alcanca os 11% (Chinzon, 2004), porém chega a afetar 1/3
da populacdo de paises industrializados (Meurman et al, 1994), um dos

primeiros sinais bucais que ocorre € erosao de esmalte (Benages et al., 2006).

A erosdo pode ocorrer por fatores extrinsecos e intrinsecos. Dentre os
fatores extrinsecos estdo a dieta acida como refrigerantes e frutas citricas e o
uso de medicamentos, em que 0 consumo constante pode proporcionar perda
de estrutura dentéria. Os fatores intrinsecos sdo a xerostomia, a anorexia
nervosa, a bulimia e a DRGE, sendo a eroséo dental o sintoma extra-esofagico
de maior prevaléncia na cavidade oral (Rapdso et al., 2010), tendo como
agravante a regurgitacdo de suco gastrico (Benages et al., 2006), composto

principalmente por HCI e pepsina (Vaezi et al., 1995).

A DRGE é caracterizada pelo fluxo retrégrado do contetdo estomacal
para o es6fago, esta doenca pode levar a uma variedade de sinais e sintomas
esofagicos ou extra-esofagicos podendo estar associada a lesbes teciduais
(Ranijitkar et a, 2012; Marsicano et al, 2013). A regurgitacdo e a pirose sao
consideradas os sintomas tipicos (esofagicos), existem, porém, muitos outros
sintomas atipicos (ou extra-esofagicos) como é o caso da asma, bronquite,
pneumonia, rouquiddo, pigarro, sinusite crbnica, otalgia, xerostomia, aftas,
halitose e a erosédo dental (Gaynor, 2000). Porem, em alguns casos pode
ocorrer uma alta frequéncia e quantidade de suco gastrico regurgitado,

agravando a doenca (Masclee et al., 1990; Benages et al., 2006).

Por sua vez, o refluxo duodenogastrico (RDG) é descrito como o fluxo
contrario de secrec¢des de origem duodenal para o estbmago, trata-se de um
evento fisiolégico normal em periodos de jejum prolongado. Contudo, sua
patogenicidade depende da frequéncia, quantidade e duracdo da exposicao
gastrica ao seu contetdo, sendo denominado refluxo duodenogastrico primario

guando ocorre em individuos ndo submetidos a cirurgias gastricas e que,
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provavelmente, apresentam alguma disfuncdo do esfincter pilorico (Kaminski;
Kruel, 2011).

Quando o conteudo do duodeno reflui para o estbmago e posteriormente
para o es6fago denomina-se refluxo duodeno-gastroesofagico, sendo alta sua
prevaléncia em pacientes portadores da doenca do refluxo gastroesofagico
(Fein 2006). Bile e suco pancreatico podem ser encontrados juntos ou
separados em episodios de RDG sendo o aumento do pH mais frequentemente
associado as enzimas do pancreas do que com a bile (Fuchs et al, 1999). Em
um estudo in vivo 86% dos pacientes portadores da doenca do refluxo
gastroesofagico e 58% dos pacientes saudaveis apresentaram pelo menos
vestigios de bile no esbéfago (Kauer et al., 1997). A partir do es6fago essas
enzimas podem chegar a cavidade bucal. De Corso et al (2007), identificaram
acidos biliares na saliva de 32,6% dos pacientes em concentracdes que

variaram de 0,5 a 5,0mmol/L.

No estbmago o excesso de refluxo de bile, suco pancreatico e secrecfes
intestinais pode causar gastrite de refluxo biliar (Mason; De Meester, 1999). Ja
no esbdfago pode gerar esofagite grave (Fujikawa et al, 1994; Orel; Vidmar,
2007). Assim sendo, tanto os acidos biliares quantoas enzimas de origem
pancreatica ou intestinal podem causar injlrias a mucosa gastrointestinal (Stein
et al, 1999; Tibblinget al, 2002; Jolly et al. 2004).

O refluxo também pode ser classificado pelo valor do pH como acido e
ndo acido, entre 4,0 e 7,0 é classificado como refluxo "fracamente acido" e
acima de 7,0 é classificado como "levemente alcalino”. A mistura &acido-bile,
apos refluxo duodenogastrico apresenta pH final entre 4,0 e 7,0. O refluxo néo
acido explica uma parcela significativa dos casos que continuam apresentando
sintomas apos o tratamento convencional (Carvalhaes, et al., 2009; Velanovich,
2009; Gawron; Hirano, 2010; Herbella; Patti, 2010).

O suco gastrico, que possui pH em torno de 2.3 (Valena; Young, 2002),
€ composto principalmente por HCI e pepsina (Vaezi et al., 1995). A pepsina é
uma enzima apenas produzida no estdbmago e que quando encontrada na
saliva pode ser um método de diagndstico do refluxo (Kim et al, 2008; Bardhan

et al, 2012), seu pH mais ativo varia de 2,0 a 3,0 e sua atividade diminui com a
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reducdo da acidez (Piper; Fenton, 1965). Em pH < 2,0 o dano tecidual &
proporcional a quantidade de pepsina (Goldberg et al, 1969). O mesmo
acontece com enzimas de origem duodenal, como a bile e a pancreatina, que
podem ser encontradas na saliva de pacientes portadores da doenca do refluxo
duodenogastrico (Sereg-Bahar et al, 2014). Podendo atingir e prejudicar os

tecidos dentais, ocasionando principalmente eroséo.

Dentre o contetdo do refluxo tem-se 0 suco pancreético, produzido pelo
pancreas é alcalino, com pH de 8,0 a 8,3, contem agua, enzimas e grandes
quantidades de bicarbonato de sédio. Outra secrecdo € a bile, produzida no
figado e armazenada na vesicula biliar. A bile vesicular tem pH que varia entre
5,0 e 6,0 devido a reabsorcdo de &gua, cloreto de sodio e bicarbonato da
vesicula pela corrente sanguinea (Sanioto; Mello-Aires, 1999).

Hoje ja se sabe que o material refluido pode ser composto tanto por
liquido, gads ou a mistura dos dois (Sifrim; Blondeau, 2006). Recentemente
demonstrou-se que este acido cloridrico gasoso também pode levar a erosdo
dental. (Derceli, 2014). Porém pouco se sabe sobre a influéncia das enzimas

de origem duodenal sobre esmalte dental.

A lesédo bucal mais prevalente nestes tipos de pacientes &€ a erosao
dental, que é definida como a perda localizada, crdnica e/ou patolégica de
tecido mineral que € removido quimicamente da superficie do dente por meio
de substancias acidas e alcalinas, € um fenédmeno irreversivel e que néo
envolve a acao bacteriana (Benages et al., 2006). Clinicamente apresenta-se
com perda de brilho em algumas areas do esmalte, de aspecto liso, sendo
lesBes largas e rasas sem angulo nitido, superficie oclusal em forma de taca,
dentina incisal exposta, aumento da translucidez. As restauracdes tornam-se
proeminentes devido a perda da superficie de esmalte em face palatina de
dentes incisivos e/ou caninos. O diagndstico precoce é dificil (Lussi, Ganss,
2011), com o avan¢o dos desgastes as lesGes tornam-se visiveis podendo
atingir a dentina provocando sensibilidade ao frio, ao calor e a presséo
(Gandara; Truelove, 1999; Levitch et al, 1994; Young, 2001), neste estagio

pode ser necessario o procedimento restaurador.
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E possivel diferenciar visivelmente as lesdes erosivas de acordo com
sua origem. LesBes com de causa extrinseca estdo localizadas na vestibular
dos dentes anteriores (Coleman, 1996), ja& as de origem intrinseca estédo
localizadas na palatina dos dentes anteriores e oclusal dos dentes superiores e
inferiores (Gandara. Truelove, 1999), sendo uma lesdo comum e que aumenta
com a idade atingindo tanto a denticdo decidua como na permanente (Kreulen
et al, 2010). Outro fator relevante esta no fato de que a erosdo dental atinge, se

nao todos, a maioria dos dentes da cavidade bucal (Barlett, 2007).

O pH do suco gastrico varia de 1 a 1,5 estando muito abaixo de 5,5, pH
de dissolucéo da hidroxiapatita (Scheutzel, 1996). Em contrapartida, a atividade
de descalcificacdo pode ser bastante intensa em ambientes que variam entre
neutro e levemente acido (pH > 4 e < 7), que sdo encontrados em casos de

refluxos com conteudos acidos e duodenais (Higo et al, 2009).

Aparentemente o primeiro estagio da erosdo causada pela DRGE é a
perda de esmalte superficial pela regurgitacdo de &cido cloridrico liquido ou
gasoso, posteriormente a destruicdo do elemento dental é acelerada pela

mistura dos conteudos gastrico e duodenal (Higo et al, 2009).

De acordo com a literatura, tanto as substancias de origem gastrica (HCI
e pepsina) como as de origem duodenal (bile e suco pancreatico) sdo capazes
de remover mineral da superficie dental e causar lesdes de erosdo, porém
pouco se sabe a influéncia dessas substancias sobre o esmalte dental. Desta
forma, diante do grande indice de individuos portadores de refluxo
duodenogéstrico, no qual o liquido refluido é composto tanto por substancias
acidas como alcalinas, torna-se relevante a avaliacdo da acéo deste liquido na

superficie do esmalte dental.
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2. PROPOSICAO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos de solucdes que
mimetizem a composicdo do liquido de origem estomacal e duodenal na
superficie do esmalte dental, simulando a acdo do liquido refluido sobre os
dentes de pacientes com refluxo duodenogéstrico, por meio da avaliagdo
morfoldgica, da rugosidade superficial e do degrau formado no esmalte dental
apos os desafios erosivos, com microscopia confocal a laser e avaliacdo da

microdureza longitudinal.
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3. MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental

Este estudo in vitro teve como objetivo avaliar o efeito de solucdes
simulando o contetdo de origem estomacal e duodenal no esmalte dental,
simulando o que ocorre na cavidade bucal de individuos portadores da doenca
do refluxo duodenogastrico. O estudo avaliou a erosédo dental em quatro niveis:
1- HCI (pH 2.0); 2- HCI + Pepsina (pH 2.1); 3- Bile de boi + HCI + NaHCO3(pH
3,0); 4- Pancreatina + NaHCO3 + HCI (pH 3.0).

O estudo foi realizado de acordo com um delineamento em blocos
completos casualizados. Os espécimes foram avaliados qualitativamente e
quantitativamente. As variaveis de resposta quantitativa para o estudo in vitro
foram a porcentagem de perda de dureza superficial e o degrau formado (em
pum) e a rugosidade superficial (Ra em ym) e variavel qualitativa foi a analise

morfologica.

Seccédo dos dentes

Foram empregados incisivos bovinos limpos e armazenados em solucédo de
formol a 2% com pH 7,0, extraidos a menos de trés meses. Os dentes com
presenca de trincas profundas, rachaduras, manchas hipoplasicas ou
acentuado desgaste foram descartados. As raizes foram removidas com disco
diamantado (#7015, KG Sorensen, Barueri, 06454-920, Brazil) em maquina de
corte (Minitom, Struers A/S, Copenhagen, DK-2610, Denmark) e em seguida as
coroas foram fixadas em placa de acrilico para serem cortadas e assim foram
obtidos fragmentos de esmalte nas dimensdes de 4 x 4 x 2mm.

Em seguida, os fragmentos foram fixados em cilindros de resina acrilica
para planificacdo e polimento em politriz Arotec APL-4 (Arotec S/A Ind. e
Comeércio, Sao Paulo/SP, Brasil) com lixa de 6xido de aluminio de granulacdo
#600 e #1200 e disco de feltro e suspenséo de alumina 0,3 e 0,05 um (Arotec
Sj685 /A Ind. e Comércio, Sdo Paulo/SP, Brasil). Ao final do polimento os

espécimes ficaram imersos sob ag¢do do ultrassom (Ultrasonic Cleaner T —
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1449 — D, Odontobras Industria e Comeércio, Ribeirdo Preto — SP, Brasil) por 10

minutos, em agua deionizada para lavagem e remocao de residuos.

A
C D

Figura 1: Preparo dos fragmentos dentais: A) Incisivo bovino; B) Coroa com
local da obtencéo do fragmento; C) Lixa d"agua #600 e #1200 e alumina 0,3 e
0,05 um; D) Fragmento 4x4x2mm planificado e polido.

Derceli et al, 2014.

Microdureza inicial

A fim de selecionar os quarenta espécimes que compuseram 0S grupos
estudados, foi realizada a analise da microdureza inicial dos mesmos por meio
de um microdurébmetro Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2.000
(Shimadzu Corporation — Kyoto-Japan) com penetrador diamantado piramidal
tipo Knoop, com carga estatica de 25 gramas forc¢a, aplicada por 10 segundos.
Foi realizada em cada amostra cinco indentagdes, sendo a primeira a 1mm de
distancia de uma das bordas do fragmento e entre cada indentacao foi deixado
500 um, em seguida foi calculada a média para cada dente, sendo
desprezados aqueles que apresentaram valor 20% acima ou abaixo da média
de todos os espécimes, e também aqueles com desvio-padrao interno (entre as

marcacdes) acima de 20% do valor de sua propria média. Para tanto, os
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mesmos foram fixados com cera pegajosa (Cera para escultura, Polidental
Indastria e Comércio Ltda., Sdo Paulo — SP, Brasil) a uma base de acrilico com
o auxilio de um paraleléometro (EIQuip, Sdo Carlos-SP, Brasil), de forma a

deixar a superficie a ser analisada paralela a placa.

Preparo dos espécimes

Na sequéncia, o espécime foi todo isolado com resina composta
(Filtek™ Zz350XT, 3M ESPE, EUA), sem a utilizacdo de acido fosférico e
adesivo, isolando assim inclusive metade da area de esmalte, sendo esta a
area controle, a outra metade que ficou exposta foi submetida aos desafios
erosivos (*8mm?). Finalizado o preparo dos espécimes dentais, estes foram
divididos aleatoriamente nos grupos experimentais de acordo com as

substéancias que a que foram expostos.

Figura 2: Espécime isolado com resina composta (cortesia: Carmen V. T. Toro,
2014).

Grupos Experimentais

Por meio de estudos preliminares foi determinada as concentracdes a
serem empregadas neste estudo que foram divididas em 4 grupos.
Grupo 1 — Controle - Exposicédo dos fragmentos em HCl a 37 ° C - pH 2,0. —

Simulacdo do suco gastrico sem enzima.
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Preparacéo - 0.82 ml de HCIl a 37% foi diluido em 1L de agua deionizada a fim

de obter uma solucao de concentragéo 0,01M HCIl com pH 2.0 a 37°C.

Grupo 2 - Exposicdo dos fragmentos em HCl + Pepsina (Pepsin - Fluka
Chemical Corp, EUA) a 37 ° C - pH 2,1. - Simulacdo do suco gastrico com
enzima.

Preparacao - Em 1L de HCI pH 2,0 (obtida da mesma maneira que a solucao

anterior) foi diluida 1g de pepsina obtendo-se uma solucdocom pH 2,1 a 37°C.

Grupo 3 - Exposi¢cao dos fragmentos em HCI + Bile (Ox-bile, dehydrated,
puriffied — Fluka Chemical Corp, EUA) a 37 ° C - pH 3,0. Simulacéo do suco
biliar.

Preparacdo - Em 1L de HCI pH 2.0 (obtida da mesma maneira que a solugéo
grupo 1) foi diluida 4g de bile de boi + 0,5g de NaHCO3 a fim de se obter uma
solugéo pH 3.0 a 37°C.

Grupo 4 - Exposicdo dos fragmentos em HCI + Pancreatina (Pancreatin from
porcine pancreas — Sigma Chemical Co., EUA) 37 ° C - pH 3.0. - Simulagdo do
suco pancreatico

Preparacdo - Em 1L de HCI pH 2.0 (obtida da mesma maneira que a solugéo
grupo 1) foi diluida 1g de pancreatina + 0,29 de NaHCOS3 para se obter uma
solugcéo de pH 3,0a 37 ° C.

Desafios Erosivos

Cada espécime ficou imerso sob agitacdo em 5ml de solucdo por 20
segundos. Foram realizados 06 desafios por dia durante cinco dias
consecutivos com intervalo de 1 hora entre os desafios. No intervalo dos
desafios os corpos-de-prova foram mantidos imersos em 10ml de saliva
artificial (trocada diariamente). As solugcbes foram trocadas e preparadas
diariamente e mantidas a 37°C no pH constante com o objetivo de manter a

acao das enzimas presentes.



53

/ Infcio
AW

@

20" HEC1

= 5 dias

Derceli, 2014

Figura 3: Desafios erosivos realizados a 37°C.

Finalizados os desafios erosivos, a resina composta foi removida
delicadamente com auxilio de uma lamina de bisturi expondo a area controle.
Posteriormente os espécimes foram limpos, secos e armazenados em agua

destilada para a realizacdo das analises.

Degrau e rugosidade superficial

O degrau e a rugosidade dos fragmentos de esmalte foram avaliados por
meio do microscopio confocal a laser (Olympus LEXT, Japao), conectado a um
computador com software especifico (Olympus OLS4000®, Japao). Os
espécimes foram posicionados paralelamente a mesa do microscopio com o
auxilio de uma paraleldmetro e foram realizadas as fotos em 3D com objetiva
de 5x e aumento de 107x.

Apés a obtencdo da imagem em 3D gerada pelo microscopio confocal
com aumento de 417x, foi analisado o degrau tendo como base a area higida

(protegida) até o ponto mais baixo da area erodida. Para cada espécime foram
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realizadas 10 medidas englobando a area higida e a area controle que

permitiram a obtenc@o do degrau com o software especifico.

Figura 4. Imagem do microscépio confocal a laser com as 10 medidas do
degrau.

137.7 183.7 229.6 275.6 3215 367.3 413.3 459.2 505.2 551.0 597.0 642.5

Figura 5: Gréfico do degrau formado entre a area higida e erodida.

Apés a obtencdo da imagem em 3D gerada pelo microscépio confocal
com aumento de 107x, foi analisado a rugosidade superficial tendo como base
a area higida (protegida). Tanto no lado controle como no lado submetido ao
desafio erosivo foram realizadas 10 leituras da superficie, totalizando 20

leituras por espécime, que permitiram a obtencédo da rugosidade, em um, com
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o software especifico. Para analise da rugosidade foi realizada a média da area
protegida (AP) e da area experimental (AE), e entdo a rugosidade foi obtida
pela diferenca da AE-AP.

Higic ' Erodida

Figura 6: Imagem do microscépio confocal a laser com as 20 medidas da
rugosidade superficial.
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Figura 7: Imagem ilustrativa onde é possivel observar o degrau e a rugosidade
de um espécime submetido aos desafios erosivos.

Microdureza longitudinal

ApOs a realizacdo das analises no microscopio confocal a laser
(Olympus LEXT OLS4000®, Japao), os espécimes foram seccionados ao meio
com disco diamantado (#7015, KG Sorensen, Barueri, 06454-920, Brazil) em
maquina de corte (Minitom, Struers A/S, Copenhagen, DK-2610, Denmark)
obtendo-se um fragmento 4x2mm contendo area controle e area erodida. A
face lateral do fragmento foi entéo planificada e polida em politriz Arotec APL-4
(Arotec S/A Ind. e Comércio, S&o Paulo/SP, Brasil) com lixa de o6xido de
aluminio de granulagéo #600 e #1200 e disco de feltro e suspenséo de alumina
0,3 e 0,05 um (Arotec Sj685 /A Ind. e Comércio, Sao Paulo/SP, Brasil). Ao final

do polimento os espécimes ficaram imersos sob acdo do ultrassom (Ultrasonic
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Cleaner T — 1449 — D, Odontobras Industria e Comércio, Ribeirdo Preto — SP,
Brasil) por 10 minutos, em agua deionizada para lavagem e remocao de
residuos.

O teste de microdureza Knopp final foi realizado em profundidade
utilizando carga de 25gf por 10 segundos. As penetracdes foram realizadas na
regido de subsuperficie na &rea erodida e na area controle. A primeira
marcacgao foi em 30um abaixo da borda de esmalte e as marcagdes seguintes
em 40 e 50um da borda e na mesma direcdo, em cada regido foram feitas
cinco colunas de endentacdes totalizando 15 edentacdes em cada area. Como
controle em area higida, foram realizadas, nhas mesmas amostras, medidas nas
mesmas profundidades citadas anteriormente, porém distantes 1000 ym da
interface (area controle/experimental). Foi feita uma media de cada area
(protegida e experimental) e entdo se calculou o percentual de variacdo da
dureza da area exposta (AE) em relacdo a area controle (AC) pela formula:
%VM = (AC-AE)*100)/AC.

Higida Erodida
, Higida Erodida

N

Area Higida Area Erodida
Wm — - - - - - - > > > > 3:“‘“‘
20um - > D D> D - > > > > opm
50um -_— e e e - > O > D> 50um
| 1 | 1 1 I I I I |

100um  1300pm 1200pm  1100um 1000um 1000pm 1100pm 1200pm  1200pm  1400um

2mm

4mm

Figura 8: Esquema da microdureza longitudinal com 15 endenta¢des em cada
area.
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Analise morfoldgica

A avaliacdo morfolégica dos fragmentos de esmalte apds os desafios
erosivos foi realizada por meio de um microscopio confocal a laser (Olympus
LEXT, Japéo), onde os espécimes foram posicionados paralelamente a mesa
do microscopio com o auxilio de uma paraleldbmetro e conectado a um
computador com um software especifico (Olympus OLS4000®, Jap&o) por
meio de uma objetiva de 100x, foram realizadas fotos em 3D com aumento de
2131x (130x129um) e foi realizada a analise morfologica de todos os

espécimes.

Analise de Dados

Os dados do degrau e da rugosidade superficial foram analisados
quanto a sua normalidade, como ndo foram normais optou-se pelo método néao
paramétrico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn’s para diferenciacdo das medias
com a=5%. Os dados da microdureza longitudinal apresentaram-se normal e
homogéneo, desta forma realizou-se o teste de analise de variancia a 1 critério.

Para a varidvel de resposta qualitativa (analise morfolégica em
microscopio confocal a laser) foi realizada uma analise descritiva dos achados.
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4. RESULTADOS

Degrau

Na analise dos dados pode-se observar diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p<0,05), tendo o grupo 3 apresentado a maior
média estatisticamente diferente do grupo 1 e 2 (p<0,05), o grupo 4 foi

semelhante a todos os grupos (p>0,05). (Tabela e figura).

Tabela 1: Média (em um) e desvio padrdo do degrau para os diferentes grupos
experimentais.

Grupos Média/DP

G1 - HCI 3,90+156a
G2 - HCI + Pepsina 3,67+145a
G3 - HCI + Bile 558+1,70b
G4 - HCI + Pancreatina 4,90 + 1,80 ab

*mesma letra similaridade estatistica

3,6

G1 G2 G3 G4

Figura 9: Mediana do degrau dos diferentes grupos estudados.
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Rugosidade Superficial

Analisando os dados da rugosidade observa-se diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05) tendo o grupo 3
apresentado maior valor e estaticamente superiores aos demais grupos
(p<0,05). Os grupos 1,2 e 4 apresentaram valores semelhantes entre si
(p>0,05). (Tabela e Figura)

Tabela 2: Média [em Ra (um)] e desvio padréo da rugosidade superficial para
os diferentes grupos experimentais.

Grupos Valores de Rugosidade
G1 - HCI 1,03+0,18 a
G2 - HCI + Pepsina 0,88+ 0,23 a
G3 - HCI + Bile 2,20+1,61b
G4 - HCI + Pancreatina 0,93+0,12a

*mesma letra similaridade estatistica
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Figura 10: Mediana da rugosidade dos diferentes grupos estudados.

Microdureza longitudinal

Na andlise da microdureza pode-se observar que ndo houve diferenca
estatistica significante entre os grupos estudados (p>0,05), ou seja, todos
apresentaram resultados semelhantes entre si. Pode-se observar que os
grupos 1 e 3 apresentaram diminuicdo dos valores da microdureza e 0s grupos
2 e 4 um ligeiro aumento, mas sem representar diferenca entre eles (p>0,05).

Tabela 3: Média e desvio padrdo (em %) da alteracdo da microdureza
longitudinal nos diferentes grupos experimentais.

Grupos Porcentagem da alteracéo (%)
G1 - HCI 88,26 £ 0,13 a
G2 - HCI + Pepsina 103,96+0,23 a
G3 - HCI + Bile 97,10+0,11 a
G4 - HCI + Pancreatina 109,95+0,20 a

*mesma letra similaridade estatistica
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Analise Morfoldgica

Na morfologia dos diferentes grupos (Figura 11 e 12) pode-se observar
que o grupo 1 apresentou menor degrau, tendo a regido interprismatica bem
erodida, expondo as cabecas dos prismas. O grupo 2 apresentou também um
degrau menor, porém mais pronunciado que o grupo 1, tendo os prismas de
esmalte mais expostos e com areas de perdas de estruturas. No grupo 3 e 4
pode-se observar uma grande perda estrutural do esmalte exposto, com

remocao intensa da regidao interprismatica, com areas amorfas.
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-
Grupo 1: Area protegida / Area erodida— HCI

Grupo 2: Area protegida / Area erodida — HCI
pH 2,0-37°C + Pepsina pH 2,1- 37°C

i

Grupo 3: Area protegida / Area erodida — HCI + Grupo 4: Area protegida / Area erodida - HCI
Bile pH 3,0- 37°C + Pancreatina pH 3,0- 37°C

Figura 11: Imagens ilustrativas dos diferentes grupos estudados onde se
observa no grupo 1 e 2 um processo erosivo mais brando com pouca perda
estrutural, por sua vez no grupo 3 e 4 pode se observar uma maior perda de
esmalte (aumento — 107Xx).
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ning mode XYZ fast scan

Zooor 1X

Grupo 1: HClpH 2,0 - 372C Grupo 2: HCl + Pepsina pH 2,1 -372C

Scapning mode: XYZ fast scan
Image szefpoels) 1024X1024
Im. m) 130129
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ZoomAX

Grupo 4: HCl + Pancreatina pH 3,0 - 37C

Grupo 3: HCl + Bile pH 3,0 - 372C

Figura 12: Imagens ilustrativas em detalhes do esmalte erodido pelas
diferentes solucdes, observa-se no grupo 1 e 2 um processo de
desmineralizacdo mais intenso na regido interprismatica, porém sem destruicédo
da cabeca dos prismas. Nos grupos 3 e 4 as solugcdes afetaram mais
intensamente o esmalte e destruiram também as cabecas dos prismas tendo
areas de esmalte amorfo (setas) (aumento 2131x).
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5. DISCUSSAO

A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) € considerada um fator
determinante para a presenca de erosdo dental. Diversos estudos tem
demostrado a sua correlagdo (Farahmand et al, 2013; Roesch-Ramos et al,
2014), porém sem a completa elucidacdo do processo. Em alguns casos a
erosdo dental € o sinal clinico da DRGE mais evidente, podendo ser o
cirurgido-dentista o primeiro profissional a suspeitar da doenca (Lussi et al,
2011).

Sabe-se que os diferentes niveis de erosdo dental sdo explicados
principalmente pelo tempo e frequéncia de exposi¢cao ao acido (Wiengand et
al., 2007; Voronets; Lussi, 2010), porém pouco se sabe qual a influéncia do
conteado do material refluido no processo erosivo. A grande perda de
estrutura dental relacionada ao alto indice de DRGE tem despertado grande
interesse no tema, existem na literatura inUmeros estudos que demostraram o
grande potencial erosivo do &cido cloridrico liquido (Barlett; Coward, 2001;
Esteves-Oliveira et al.,, 2012; Wegehaupt et al.,, 2012, Derceli, 2014).
Recentemente demonstrou-se que o acido cloridrico em forma de gas também

gera desmineralizag&o por processo erosivo/corrosivo (Derceli, 2014).

Tanto o refluxo gastrico quanto o duodenal ocorrem frequentemente
tanto em pacientes saudaveis como em portadores da DRGE (Hirano, 2006).
Contudo, observa-se na literatura (Chen et al., 2013) uma concentragéo
consideravelmente maior de bile no esttmago de pacientes portadores da
DRGE (26,4 mmol/L) frente a pacientes saudaveis (4,45 mmol/L). Na saliva de
pacientes submetidos a cirurgia bariatrica a concentracdo de acidos biliares
encontrada variou de 0,5 a 5,0mmol/L (De Corso et al, 2007), o que poderia

acarretar algum efeito aos tecidos bucais.

Desta forma é possivel afirmar que o material de origem duodenal (bile e
pancreatina) pode estar presente no conteudo refluido a cavidade bucal, tanto
em pacientes saudaveis como em portadores da DRGE (Sereg-Bahar et al,
2014). Porém pouco se sabe o efeito dessas substancias sobre o esmalte

dental, por tanto o objetivo do presente estudo foi estudar a influéncia da bile, a
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pancreatina e a pepsina associada ao acido cloridrico no agravamento do

efeito erosivo.

Para que o esmalte dental seja atingido, o conteddo duodenal passa
através do estdbmago para o eséfago até finalmente atingir a cavidade bucal. O
acido cloridrico apresenta um grande potencial de erosdo em esmalte (Bartlett
et al, 2001) que acontece devido a perda de mineral para o meio acido
(Amaechi et al, 1998), posteriormente ocorre um aumento da rugosidade
superficial (Nekrashevych; Stosser, 2003) seguida da diminuicdo da dureza
(Voronets et al., 2008). Assim sendo, o HCI foi mantido em todas as solucfes

preparadas.

Para tanto se empregou a solucdo de &cido cloridrico como controle,
pois ja vem sendo bem estudo com resultados consistentes e demonstrando
um processo erosivo constante e intenso. A pepsina é a enzima mais potente
do suco gastrico, produzida pelas células do estbmago e responsavel pela
transformacdo da proteina em peptideo possibilitando sua absorcéo
(Thiemann, 2014; Kondjoyan et al, 2015), seu pH mais ativo esta entre 2,0 e
3,0 (Piper; Fenton, 1965) e torna-se inativa em pH>4,0 (O'Reilly et al, 2015).
Foi empregada, neste estudo, juntamente com a solucdo de HCI na proporcéo
necessaria para atingir o pH final de 2,1, visando manter a pepsina no seu pH
mais ativo. In vivo a pepsina pode ser encontrada em concentracbes que

variam de 50ug/ml podendo chegar a 2200ug/ml. (Newton et al, 2004).

A fim de se comparar os efeitos do refluxo gastroesofagico com o refluxo
duodeno-gastroesofagico foram estudadas outras duas solu¢bes com adi¢do
de substancias de origem duodenal. Foi determinado pH 3,0 visando simular a
maioria dos casos de refluxo duodeno-gastroesofagico que ocorre em ambiente
acido com pH esofagico <4. (Vaezi; Richter, 1996). Foi empregada a bile, que é
produzida pelo figado e armazenada na vesicula biliar, no processo digestivo é
responsavel pela emulsificacdo de gordura (Netter, 2000; Thiemann, 2014) e
adicionado bicarbonato de sodio a solucéo de HCI até atingir o pH 3.0. Na outra
solucéo foi utilizada a pancreatina proveniente do suco pancreético e secretado
pelo pancreas, seu pH varia de 7,8 a 8,2 devido ao bicarbonato de sodio
(Netter, 2000; Thiemann, 2014) que foi adicionado a solugéo juntamente com o
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HCI até a obtencéo de pH 3,0. Para manter as propriedades das solu¢cdes e do
potencial de acdo das enzimas as solugbes foram preparadas diariamente e
mantidas a 37°C. A quantidade de soluto foi determinada apds testes
preliminares que indicaram a saturacdo da solucdo. O bicarbonato de sodio
também é secretado pelo pancreas, no duodeno com o objetivo de neutralizar o
bolo alimentar acido proveniente do estdmago possibilitando a acdo das
enzimas pancreaticas (Thiemann, 2014) e que também pode estar presente no

refluxo duodenogastrico e neste estudo teve a funcdo de adequar o pH.

Para avaliagcdo das substancias empregou-se 0 substrato bovino, estes
foram empregados em substituicho ao esmalte humano devido ao fato de
apresentarem diversas similaridades entre si, além da facilidade na obtencéo e
composicdo mais homogénea (Mellberg, 1992). O esmalte bovino se
assemelha ao humano na orientacdo dos prismas (Boyde, 1965), teor de calcio
(Davidson et al, 1973) e composicdo proteica (Fincham, 1980), Outro fator
interessante desses substratos é a sua procedéncia, que é de animais
destinados a abate todos com a mesma idade, tipo de alimentacdo e habitos,

facilitando a padronizacao.

No intervalo entre os desafios erosivos os espécimes foram mantidos em
saliva artificial para a formacao da pelicula adquirida que acontece na cavidade
bucal e ajuda na protecdo do esmalte contra a erosao (Hannig; Joiner, 2006).
Esta ciclagem vem sendo empregada para simular uma situacdo clinica e
assim o presente estudo empregou uma situacdo que poderia ocorrer em
casos de DRGE (Derceli, 2014).

Pode-se observar que as diferentes solucbes apresentaram
comportamentos distintos sendo que as solu¢cdes com bile levaram a uma
erosdo mais intensa, ndo havendo porém diferenca estatistica entre elas. O
degrau e a rugosidade superficial apresentaram resultados que confirmam os
obtidos na analise qualitativa, ambos foram maiores nos grupos 3,
demonstrando assim uma maior destruicdo dos fragmentos dentais dos grupos
gue continham enzimas duodenais. Resultado semelhante foi observado por
Higo et al (2009) que verificou uma destruicdo do elemento dental mais
acelerada apos a inducgao do refluxo duodenal em ratos, principalmente quando
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ocorreu uma mistura dos contetudos gastrico e duodenal (Higo et al, 2009). A
auséncia de outros estudos correlacionando a ocorréncia de erosao dentaria

com as solugdes analisadas no presente trabalho dificultaram sua discusséo.

Contudo, foi possivel observar que tanto a solugdo com bile como com
pancreatina eram mais viscosas e mesmo apos a lavagem ao final de cada
desafio ainda ficava sobre a superficie um residuo da solucdo, o que
provavelmente intensificou o processo corrosivo do esmalte. A metodologia n&o
teve a intencdo de lavar intensamente a superficie ou friccionar algodao ou
gaze visando nao intensificar o processo erosivo, isso pode ter permitido esse

acumulo da substancia gerando uma maior degradacao superficial.

Em contra partida na analise da microdureza longitudinal o resultado nao
coincidiu com os citados anteriormente, em que todos 0s grupos apresentaram
semelhanca de valores. Foi observado apenas que no grupo controle (solucéo
de acido cloridrico) houve perda de dureza superficial, ndo ocorrendo o0 mesmo
nos outros grupos. Esse fato sugere que, como a estrutura mais superficial foi
perdida no processo de erosdo, ndo foi possivel a avaliagdo da microdureza
deste tecido perdido, aparentemente n&do existe a penetracdo das solucgdes,
sendo sua acdo somente superficial, principalmente as solu¢cdes com bile e
pancreatina, que se apresentaram mais viscosas e, portanto de dificil
penetracdo pelos prismas. Sugere-se que a forca da mastigacdo gera
pequenas trincas no esmalte que possibilitam a penetracdo do acido e
diminuicdo da dureza em profundidade (Noma et al, 2007), como o presente
estudo ndo associou o processo mastigatorio ndo houve a ocorréncia dessas

trincas, e com isso houve limitacdo da penetracdo dos acidos.

A auséncia de estudos in vitro que visam simular o contetdo duodenal
dificultou a discussédo dos resultados, tendo sido necessario a realizagdo de
estudos preliminares para a determinacdo da metodologia e das solucfes a
serem utilizadas. Contudo, os resultados do presente estudo observaram que a
bile em associacdo ao HC| mostrou maior potencial erosivo em comparagao ao
HCI sozinho, ou seja, o refluxo duodenogastrico pode acelerar e intensificar a
erosdo dental causada pelo refluxo gastroesoféagico, reforcando assim a

necessidade de que o cirurgido-dentista esteja atento aos sinais e sintomas da
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doenca do refluxo, podendo ser ele, o primeiro a suspeitar da doenca do

refluxo gastroesofagico ou duodeno-gastroesofagico.
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CONCLUSAO
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que:
A bile e a pancreatina, de origem duodenal, em associacdo com o acido
cloridrico promoveu uma maior alteracao estrutural com maior degrau, aumento

da rugosidade superficial e perda de anatomia prismética do esmalte.
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