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RESUMO

Esse estudo avaliou o efeito protetor de solugdes experimentais contendo TiF4/NaF e quitosana
com diferentes viscosidades sobre o desgaste erosivo de esmalte e dentina in vitro. Para tal,
duzentos e dez amostras no total, sendo cento e cinco de esmalte € cento e cinco de dentina

radicular bovina foram distribuidas entre os seguintes grupos de tratamento (n=15): (1) solu¢do

comercial com SnCly/NaF/AmF (800 ppm Sn**, 500 ppm F~, pH 4,5, Elmex®, GABA Int. AG,
Switzerland, controle positivo); (2) 0,042% NaF e 0,049% TiF, (NaF: 190 ppm F~; TiF,: 190
ppm Ti*"e 300 ppm F°); (3) similar ao grupo 2 mas com adicdo de 0,5% quitosana (CH 500
mPas), (4) similar ao grupo 2 mas com adi¢ao de 0,5% quitosana (CH 2000 mPas), (5) sem
tratamento, (6) 0,5% quitosana (CH 500 mPas) e (7) 0,5% quitosana (CH 2000 mPas). As
quitosanas tinham 75% de desacetilagdo. As amostras foram submetidas a ciclagem de pH
(acido citrico a 0,1%, 4 x 90s/dia, intercalado com saliva artificial de Klimek modificada) e

a aplicacdo diaria das solucdes de tratamento (ap6s o ultimo desafio erosivo, 1 x 30s/dia)

durante 7 dias. Ao final do 7° dia, os desgastes do esmalte e dentina erodidos foram
quantificados utilizando perfilometria de contato. Duas amostras de esmalte e trés amostras de
dentina por grupo foram avaliadas por microscopia eletronica de varredura e EDX (Energy
Dispersive X-ray Spectroscopy). Os dados foram comparados estatisticamente (ANOVA ou
Kruskal-Wallis, p<0,05). As amostras de esmalte tratadas com SnCly/NaF/AmF (controle
positivo) apresentaram o menor valor mediano de perda (0,72 um) seguida pelas solucdes de
TiF4/NaF + CH (1,24-1,28 pm) que diferiram significativamente do controle negativo (1,70
um). Para dentina, apenas a quitosana 500 mPas foi capaz de reduzir estatisticamente a perda
(0,60 um) em relagdo ao controle negativo (1,20 um), sendo semelhante ao controle positivo
(0,53 um). As solugdes testadas tiveram comportamentos diferentes sobre os tecidos dentarios,
de forma que para o esmalte a adi¢do de quitosana a solugdo contendo TiF,/NaF melhorou seu
efeito protetor contra o desgaste erosivo, ja para dentina apenas a solugdo contendo CH 500

mPas teve efeito protetor contra o desgaste de forma compativel ao controle comercial positivo

(Elmex®), neste modelo de estudo.

Palavras chaves: Erosao de dente; Fluor; Quitosana; Titanio; Viscosidade.







ABSTRACT

This study evaluated the protective effect of experimental solutions containing TiF4+/NaF and
chitosan with different viscosities on the erosive enamel and dentin wear in vitro. For this, two
hundred and ten samples in total, one hundred and five enamel and one hundred and five bovine
root dentin were distributed among the following treatment groups (n = 15): (1) commercial
solution with SnClo/NaF/AmF (800 ppm Sn**, 500 ppm F~, pH 4.5, Elmex®, GABA Int. AG,
Switzerland, positive control); (2) 0.042% NaF and 0.049% TiF4 (NaF: 190 ppm F~; TiF4: 190
ppm Ti** and 300 ppm F"); (3) similar to group 2 but with the addition of 0.5% chitosan (CH
500 mPas), (4) similar to group 2 but with the addition of 0.5% chitosan (CH 2000 mPas), (5)
without treatment, (6) 0.5% chitosan (CH 500 mPas) and (7) 0.5% chitosan (CH 2000 mPas).
The chitosans had 75% deacetylation. The samples were subjected to pH cycling (0.1% citric
acid, 4 x 90s/day, intercalated with modified Klimek artificial saliva) and the daily application
of treatment solutions (after the last erosive challenge, 1 x 30s/day) for 7 days. At the end of
the 7™ day, erosive enamel and dentin wear were quantified using contact profilometry. Two
enamel samples and three dentin samples per group were evaluated by scanning electron
microscopy and EDX (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy). The data were compared
statistically (ANOVA or Kruskal-Wallis, p<0.05). Enamel samples treated with
SnCly/NaF/AmF solution (positive control) had the lowest median loss value (0.72 um)
followed by TiF4/NaF + CH solutions (1.24-1.28 pm) and both significantly differed from the
negative control (1.70 um). For dentin, only chitosan 500 mPas (0.60 pum) was able to
significantly reduce the loss compared to the negative control (1.20 um), being similar to the
positive control (0.53 pm). The tested solutions have different behavior on dental tissues, so
that for enamel the addition of chitosan to the solution containing TiF4/NaF improved its
protective effect against erosive wear; for dentin only solution containing CH 500 mPas had a
protective effect against wear compatible with the positive commercial control (Elmex®), under

this study model.

Key words: Chitosan; Fluorine; Titanium; Tooth erosion; Viscosity.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O tetrafluoreto de titanio (TiF,) voltou a ser de interesse na Odontologia, devido ao
desenvolvimento de novas formulagdes que se mostraram mais eficazes contra a
desmineraliza¢do dentdria (carie dentaria e erosdo dentaria) comparadas com formulagdes de
fluoreto de sodio (NaF) in vitro e in situ.!® Uma das novas formulagdes, um verniz experimental
de TiF, a 4%, foi desenvolvida em 2007 e avaliada pela primeira vez contra a erosao do esmalte
in vitro, mostrando ser mais eficaz em comparag¢do a solucdo de TiF; a 4% e a vernizes
comerciais de NaF na reducdo do desgaste erosivo do esmalte.! Desde entdo, alguns estudos
foram realizados para testar o efeito do verniz experimental de TiF, contra erosdo e abrasdo do
esmalte e dentina in vitro e in situ, com resultados pro1’nissores,2’3’6’9 Em relagdo a toxicidade, o
verniz de TiF, também mostrou ser menos citotoxico.'’ do que o que foi previamente atestado
com a solu¢do!!, induzindo baixo nivel de apoptose (<5%) em fibroblastos humanos.!? Além
disso, este verniz experimental ndo induz a alteracdo de cor clinicamente relevante em

comparacio ao verniz de NaF e ao verniz placebo.!?

Por outro lado, pacientes com erosdo dentdria poderiam ser beneficiados com
aplicagdes diarias de fluoreto.'* A aplica¢io profissional de verniz, 2 a 4 vezes por ano, por
exemplo, pode ndo ser a melhor op¢ao para pacientes com altos desafios erosivos diarios. Nesse

sentido, Magalhdes et al.° (2016) investigaram o efeito isolado e combinado de uma unica

aplicagdo de verniz de TiF4 ou NaF (24.500 ppm F ) versus o uso diario de uma solugdo para
bochecho contendo uma baixa concentragdo de TiF4/NaF (500 ppm F~) sobre a erosdo dentaria
in vitro. Ambos os tipos de aplicagdes de TiF,, isoladas ou combinadas, foram eficazes contra
a erosdo dentaria. No entanto, o verniz perdeu seu efeito protetor sobre o esmalte apos 10 dias

de desafios erosivos, enquanto o efeito protetor da solucdo ficou evidente até o final do estudo

(14 dias).

Para entender melhor o desempenho desta solugdo experimental contendo TiF4/NaF,
dois estudos in vitro foram conduzidos para comparar esta solugdo experimental com um
conhecido enxaguante bucal comercial contendo fluoreto e estanho (Elmex®).3’4 A solugdo
14-18

fluoretada contendo estanho tem demonstrado efeito protetor contra a erosdo dentéria,

devido a incorporagdo de estanho na camada desmineralizada e formagdo de precipitados sobre
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a superficie dentaria (como Ca(SnF3),, SnOHPOQO,, Sn;F;P0,), que sdo mais resistentes ao acido
do que as particulas de CaF, induzidas pela aplicagio de NaF.” Com relagdo a0 mecanismo de
acao do TiF,, nosso conhecimento vem de um estudo recente que elucidou a reagdo do verniz
de TiF4 com o esmalte. O titdnio € capaz de reduzir a desmineralizagio, uma vez que se liga ao
fosfato da apatita, formando uma camada tipo glaze rica em 6xido de titanio e fosfato de titdnio
hidratado que é mais resistente ao acido que a camada de CaF,.2° Além disso, o TiF, é capaz de
produzir uma maior quantidade de CaF, no esmalte comparado ao NaF, devido ao seu baixo
pH.?° Portanto, assumimos que um mecanismo de a¢io semelhante poderia ocorrer se a solugéo

de TiF,/NaF fosse aplicada diariamente.

Estudos anteriores in vitro mostraram que a aplicag@o diaria da solucdo de TiF,/NaF

foi inferior ou similar a de uma solucdo fluoretada comercial contendo estanho (Elmex®,

GABA) na reducio do desgaste erosivo do esmalte e da dentina, respectivamente.** Um estudo

in situ, conduzido pelo nosso grupo de pesquisa, comparou o efeito protetor da solucdo de

TiF,/NaF com a de uma solugdo fluoretada comercial contendo estanho (Elmex®, GABA) na
erosdo e abrasdo do esmalte e dentina, mostrando que ambas as solugdes de fluoreto tém efeito

protetor similar sobre o desgaste dentario.®

A fim de melhorar o efeito protetor de nossa solugdo experimental de TiF,/NaF em

comparagdo a comercial, a ideia do presente projeto € testar o efeito da solugdo de TiF,/NaF
com diferentes viscosidades na prevengdo do desgaste erosivo do esmalte e dentina in vitro.
Trabalhos anteriores mostraram que o aumento da viscosidade de solucdes fluoretadas reduziu
a erosdo do esmalte em experimento de 5 dias (4 x 5 min/dia, 0,3% de 4cido citrico)*' e de 10
dias (6 x 2 min/dia, 0,5% de 4cido citrico)??; entretanto, ndo ha estudos testando o aumento de

viscosidade de solucdes fluoretadas contendo TiF,, e tdo pouco sobre a prevencao da erosdo em

dentina, independentemente do tipo de sal fluoretado.

A quitosana, extraida das conchas de quitina de crustaceos, por ser soliivel em agua e
biocompativel, tem sido incorporada a dentifricios e solugdes produzidos na Europa.*® Além de
aumentar a viscosidade de solugdes, apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,

antimicrobianas e de inibi¢do de biofilme dentario.?*?’

Ainda a quitosana pode formar uma pelicula sobre a estrutura dentéria protegendo-a

contra desafios erosivos e abrasivos, porém tal agdo nao superou o efeito do fluoreto pelo menos
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para o esmalte.>**! Por outro lado, a quitosana parece reduzir a degradagdo de fibrilas de
colageno, sugerindo que este polimero em condi¢des especificas poderia aumentar a resisténcia
da superficie dentinaria ao desafio erosivo e enzimatico.’! Um estudo realizado com quitosana
nas concentracdes de 2,5 e 5,0%, com auxilio de microscopia eletronica de varredura (5000 X),
permitiu verificar a presenga de particulas de quitosana depositadas na superficie e dentro dos
tubulos dentindrios. A quitosana, portanto, forma uma barreira sobre a superficie dentaria,
permitindo a deposicdo de ions de célcio e a formacdo de fosfato de cdlcio sobre a dentina
desmineralizada.>? Considerando isso, a associagdo de uma solucdo de quitosana com um
fluoreto metalico poderia ter um efeito promissor na prevencao da erosdo dentinaria, uma vez

que a quitosana controla a liberagdo de fluoreto.*?

A quitosana tem sido frequentemente testada como forma de aumentar a viscosidade
e reduzir o efeito abrasivo dos dentifricios, controlando a liberacdo de fluoreto com melhoria
no efeito protetor contra o desgaste dentério. Pini et al.?* (2016) sugeriram que a quitosana
aumenta a retencdo de estanho e flior na estrutura desmineralizada. Quando associada ao
fluoreto, a quitosana tem apresentado um melhor efeito sobre a redugdo da erosio do esmalte??,
mas nenhuma informacao sobre a associacao entre fluoreto e quitosana, na forma de solugao,
existe para a prevencao da erosdo da dentina. A maioria dos estudos tem testado a associacao
da quitosana e fluoreto em dentifricios.’’***® E importante enfatizar que a maioria das

associagdes com o fluoreto foram estabelecidas com NaF ou NaF/AmF/SnCl,, o que justifica o

presente trabalho.







2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESGASTE DENTARIO EROSIVO

O desgaste dentario ¢ uma condi¢do clinica multifatorial caracterizada pela perda da
morfologia anatdmica dentaria original decorrente de exposicdo quimica ou/e mecanica,
ocasionada por condi¢cdes como: erosdo (exposicdo repetitiva a acidos de origem ndo
microbiana); atricdo (atrito dente com dente) que pode ser visto nas cuspides durante os
movimentos de “ranger” os dentes; abrasdo que ¢ ocasionada por agdo mecanica de um agente
externo (escovas, palitos de dente, lapis); e a abfracdo que ocorre por flexao e quebra dos cristais
de apatita devido a trauma oclusal e tensdes de tracdo, resultando em microfraturas dos cristais
de hidroxiapatita na jun¢do esmalte e dentina na regido cervical, ocasionando deformacdo da
estrutura dentaria. Essa condi¢do faz com que haja mudancas graduais na aparéncia
(morfologia) e coloracdo da superficie dentédria e perdas de estrutura em lascas conforme a

condicdo progride.’”*°

A etiologia da erosdo dentaria pode ser intrinseca quando envolve a ocorréncia de
vOmitos constantes, como ¢ o caso de pacientes acometidos por refluxo gastro-esofagico,
anorexia e bulimia, e a extrinseca, quando os acidos sdo provenientes do consumo excessivo de
alimentos e bebidas 4cidas, ou uso de produtos de higiene oral e medicamentos que possuam

pH 4cido.*!

Estes agentes citados possuem acidos e, consequentemente, um baixo valor de pH (alta
quantidade de H") e sdo subsaturados em relagio a hidroxiapatita-HA (possuem baixa
concentragio de Ca’?’, PO4* e OH’), promovendo um desequilibrio com o ambiente bucal
(interface saliva-dente). Os ions de H dos agentes erosivosreagem com o esmalte, dissolvendo
a HA e liberando Ca**, PO4>~ ¢ OH para a saliva na tentativa de restaurar o equilibrio, ocorrendo

a desmineralizagdo dentéria.**

O processo continuo da erosdo pode ocorrer em diferentes estagios, iniciando-se com
amolecimento da superficie do esmalte (chamado de erosdo dentdria propriamente dita),
podendo evoluir para remocdo das camadas de cristais do esmalte e a perda permanente do
volume (perda em lasca ou desgaste), devido a associagdo ndo so6 de fatores quimicos, mas

também mecanicos, chamando-se neste momento de desgaste dentario erosivo (DDE). A lesao
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visivel clinicamente ¢ 0 DDE. Conforme ocorre a perda do esmalte e exposi¢cdo de dentina, esta
sofre desmineralizagdo expondo a por¢do organica, isto ¢, a camada organica desmineralizada
(COD), que tampona os acidos e protege da perda mineral subsequente, sendo relativamente
resistente as forcas mecanicas®’, porém altamente susceptivel a agdo de enzimas proteoliticas

como as colagenases e gelatinases (metaloproteinases da matriz e cisteinas catepsinas).*®

O aumento do consumo de alimentos 4cidos nos ultimos anos tem sido apontado como
um fator de risco significante para o DDE*’; apesar de ser uma condi¢io que tenha uma taxa de
progressdo lenta, os impactos potenciais ocorrem progressivamente. Muitos fatores tém
influéncia sobre o desenvolvimento do DDE, desde a forma como a lesdo ¢ medida clinicamente
quanto os fatores causadores e predisponentes (nacionalidade, idade, género, questdes
socioeconOmicas, tipo de denti¢do, escolaridade, habitos alimentares, escolaridades dos pais,
esportes, fatores biologicos, habitos de higiene, mal oclusdo, consumo de medicamentos,

hipoplasia do esmalte, vomitos, problemas gastricos e psicologicos e condigdes médicas).*’

O relato de prevaléncia de lesdes ocasionadas pela DDE ¢ variavel; Stangvaltaite-
Mouhat et al.*® (2020) encontraram resultados expressivos sobre a prevaléncia de DDE em
adultos e idosos, com cerca de 67,5% da popula¢do acometida. Resultado similar também foi
visto por Bartlett et al.** (2019), onde % dos adultos europeus apresentaram desgaste dentério.
No Brasil, Salas et al.** (2017) avaliaram a prevaléncia de DDE em criangas de 8 a 12 de escolas
publicas e privadas, observando que o DDE acometeu 25,1% dos examinados, em concordancia
dom trabalho anterior?’, que apontou uma variagio de prevaléncia entre 7,2% e 55,5% na
dentigdo permanente. Outro estudo realizado por Okunseri et al.>° (2011), nos EUA, mostrou
prevaléncia de 55,5% para jovens adultos (em torno de 18 anos), 44,5% para jovens de 16 a 17

anos e 39,6% para jovens de 13 a 15 anos, apontando progressdo com o avanco da idade.

Para que medidas preventivas e interceptivas possam ser instauradas, os dentistas t€ém
que investigar todos os fatores de risco relacionados ao paciente (desde fatores quimicos
relacionados ao acido como fatores comportamentais) e iniciar o mais cedo possivel o
acompanhamento (com didrio alimentar, orientagdes, exames clinicos, fotografias e modelos
de estudos) para reduzir a progressdo do DDE e permitir que medidas restauradoras sejam

instauradas, caso necessarias.>’#4!

A progressdo do DDE pode levar a alteracdes na aparéncia do dente ou até mesmo a

perda da funcio, em estdgios avancados, o que pode ser indicativo de terapia restauradora.>?
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Dependendo do grau de desgaste, tratamentos reabilitadores extensos podem ser necessarios,
que demandam varias consultas e alto custo, que muitos pacientes ndo conseguem arcar. Devido
a necessidade de se sentir aceito, qualquer desvio fora dos “padrdes”, como a alteracdo na
aparéncia dentaria, pode resultar em sentimentos de inseguranca, a falta de interagdo social e
comparagdo de si mesmo com os outros, o que pode negativamente afetar a qualidade de vida
do individuo.”*** O avango do DDE leva ao amarelamento e encurtamento dos incisivos
superiores.>? Desta forma, a percep¢io de caracteristicas como cor, formato, tamanho e posi¢io
dos dentes pelos pacientes torna-se psicossocialmente importante, independentemente se hd um
aspecto funcional envolvido.>* Como citado por Schlueter et al.>> (2012), conforme Smith e
Knight>® (1984), o desgaste dentario pode ser considerado como patologia se os dentes ficarem
tdo desgastados até o ponto de mecanicamente ndo serem mais eficazes ou prejudicarem
gravemente a aparéncia. A distingdo entre o desgaste dentario “aceitavel” e patoldgico em uma

determinada idade ¢ baseada na previsdo se o dente sobrevivera a taxa de desgaste.

Devido as consequéncias do DDE progressivo**°

, ¢ muito importante o diagndstico
precoce a partir da anamnese e sinais clinicos, para que estratégias preventivas possam ser
abordadas focando especialmente na reducdo da exposi¢do ao acido, a partir de uma
reorientacdo dietética (para os casos extrinsecos) ou tratamento médico (nos casos
intrinsecos).”” Além disso, o paciente deve ser periodicamente acompanhado para verificar se

a lesdo esta progredindo ou se esta paralisada.

O desgaste dentario em si pode ser considerado fisioldgico, dependendo do grau de
perda estrutural e idade do paciente. Um desgaste em esmalte em um individuo idoso pode ser
considerado fisiologico, porém o mesmo desgaste em dente permanente jovem pode ser sinal
de alerta pois a condic@o ¢ progressiva. Portanto, ¢ necessario o acompanhamento do paciente,
para averiguar algumas caracteristicas que podem ser indicativas de progressdo, com a

luminosidade, cor e presenca de sensibilidade dentaria.’”->>>%

Quando o DDE ¢ considerado patoldgico, devem ser instauradas estratégias para
controlar a exposi¢ao ao acido, assim como estratégias para proteger a estrutura dentaria, pela
formacgao de precipitados acido-resistentes. Dentre as estratégias envolvendo este mecanismo

de acdo, a aplicacio frequente de fluoretos é a mais estudada.’”>®
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2.2 EFEITO DO FLUORETO NA PREVENCAO DO DESGASTE DENTARIO
EROSIVO

A descoberta do fluoreto ocorreu na metade do século XX pela sua presenga em agua
potéavel; estudos relacionados comprovaram o seu importante papel no controle da cérie
dentéria, estimulando a sua incorporacdo em diferentes produtos de aplicagdo topica para

otimizar a exposi¢io a este ion e protegdo contra a carie dentéria.”

Com o conhecimento mais profundo sobre o mecanismo de agdo do fluoreto,
pesquisadores da area de erosdo dentdria passaram a investiga-lo para controle desta lesdo com
base no fato que ambas lesdes (carie e erosdo dentaria) estdo relacionadas a processos de
desmineralizagdo.®*-*? No entanto, com o desenvolvimento exponencial de pesquisas nesta 4rea
descobriu-se que o mecanismo de agdo do fluoreto na erosdo dentiria é completamente
diferente do relacionado a cérie dentaria, tendo como base a prote¢do mecanica da superficie e
ndo a interacdo quimica com a estrutura da hidroxiapatita como bem conhecida para a carie

dentaria.®-%’

Um dos fluoretos mais presentes em produtos de aplicagdo profissional e caseira € o
NaF (Fluoreto de s6dio), cujo mecanismo de agdo para a erosdo dentaria se da pela formagao
de uma camada globular rica em particulas de CaF» (fluoreto de célcio) protegendo
mecanicamente e temporariamente o esmalte contra a dissolucdo 4cida até a sua completa
eliminacgdo0.°%® No entanto, a resisténcia acida desta camada ¢ baixa, isto é, ela é facilmente
perdida diante a ataques erosivos frequentes.'®* O efeito do NaF sobre a dentina parece ser
dependente da preservagdo da camada organica desmineralizada (COD), conforme discutido

1.62

por Ganss et al.®” (2004), isto é, quando esta COD ¢ removida enzimaticamente, o efeito

protetor do NaF ¢ reduzido.

O efeito do NaF também depende de outros fatores inerentes ao proprio produto como
a concentracdo de F e o pH. Quanto maior a concentragdo de F e menor o pH, melhor o efeito.
Como pacientes com DDE podem ser beneficiados com aplicagdes didrias de fluoreto'* € como
sdo submetidos a altos desafios erosivos didrios, nesse sentido, as aplicagdes profissionais, de
duas vezes a quatro vezes ao ano, seriam menos eficazes do que a aplicagdo de uma solugdo

menos concentrada, que poderia ser realizada diariamente, além de ser mais acessivel e pratica.’
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Austin et al.* (2010) investigaram o efeito de uma solugdo aquosa de fluoreto de sddio
de concentracdo crescente na erosao ¢ atri¢ao de esmalte ¢ dentina in vitro. Esmalte e dentina
humanos (n = 10 por grupo) foram submetidos a protocolos de desgaste experimental em 2
niveis (atricdo e atricdo mais erosdo) com 3 niveis de agressividade (5, 10 e 15 ciclos). Esmalte
e dentina foram tratados com solucdo de NaF 225 ppm F, solu¢do de NaF 1450 ppm F, solugao
de NaF 5.000 ppm F e solugdo de NaF 19.000 ppm F. Agua deionizada (pH 7,0 com 0 ppm de
NaF) foi usada como controle negativo. As solu¢des de NaF contendo 5.000 ppm e 19.000 ppm
F tiveram o melhor efeito protetor sobre o desgaste dentario erosivo do esmalte in vitro. No

entanto, para dentina, nenhum efeito protetor foi demonstrado.

Murakami et al.”® (2009) avaliaram o efeito de verniz de NaF no DDE de dentes
deciduos e permanentes. Os espécimes de esmalte foram expostos a desmineralizagdo erosiva
durante 5 minutos, 6 x ao dia, ¢ 30 minutos em saliva artificial nos intervalos, durante 7 dias.
As amostras foram previamente tratadas com fluoreto de sodio (NaF) em verniz (2,26% F) ou
com gel fluoretado (APF, 1,23% F). A desmineralizacdo foi mensurada por microdureza apos
48 h e 7 dias. Para o esmalte dos dentes deciduos, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi observada entre o grupo de controle e os grupos de tratamento com fluoreto em
48 h e em 7 dias. Ja para o esmalte oriundo do dente permanente, ambos produtos fluoretados

tiveram efeito protetor.

Ganss et al.>* (2011) também avaliaram o efeito do NaF na erosio e erosdo + abrasdo
realizando dois experimentos in vitro. As amostras de esmalte humano foram desmineralizadas
(10 dias, 6 x 2 min / dia; 4cido citrico, pH 2,4), expostas aos dentifricios (2 x 2 min / dia),
seguidamente armazenadas em uma solu¢do mineral. No outro experimento, as amostras foram
adicionalmente escovadas por 15 s durante o tempo de imersao na suspensdo dos dentifricios,
sendo oito dentifricios a base de NaF (1400 ppm — 1490 ppm) e mais oito diversificados. Os
dentifricios a base de NaF reduziram a perda de tecido, porém tiveram eficacia limitada em
relacdo a reducdo do desgaste pela associacdo entre erosdo e abrasao por escovacdo. Um estudo
in situ prévio do mesmo grupo de pesquisa utilizando esmalte e dentina humanos, os quais
foram erodidos (4cido citrico, 6 x 5 min/ dia) e tratados com enxaguatdrios bucais (1 x 30 s/
dia), durante 3 periodos de 7 dias totalizando 21 dias, mostrou que o NaF reduziu a perda de
substancia em 19% no esmalte enquanto na dentina foi de 23%, quando comparado ao placebo,

mostrando ter uma eficacia limitada.'®
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Com base na baixa eficacia de produtos contendo NaF, a utilizacdo de outros sais
fluoretados associados a metais polivalentes comecou a ser investigada com o objetivo de

proporcionar o depésito de uma camada sobre o esmalte e dentina mais acido-resistente.'>!%:6°

2.3 EFEITO DOS FLUORETOS METALICOS NO DESGASTE DENTARIO EROSIVO
(ESPECIALMENTE DO TETRAFLUORETO TITANIO)

Dentes tratados com fluoretos contendo metais polivalentes, quando comparados ao
fluoreto convencional, tém demonstrado maior resisténcia ao ataque erosivo.>!”*>7! Um dos
fluoretos contendo metais polivalentes ¢ a base de uma solugdo comercial chamada Erosion
Protection (GABA), que contém NaF, AmF e SnCl; e tem demonstrado reduzir o DDE tanto no
esmalte como na dentina in vitro e in situ.'>'*!® Seu mecanismo de agdo deve-se a incorporagio
de estanho ao tecido e a formagdo de precipitados, como Ca(SnF3)2, SnOHPOs, Sn3F3;PO4, na
superficie dentédria, tornando-a mais resistente a exposi¢do aos acidos comparativamente a
particulas de CaF» induzidas pela aplicagdo de NaF.'” Diferentemente do NaF, o fluoreto
contendo metal polivalente reduz o desenvolvimento da erosdo dentinaria independente da
preservagdo da COD.*!® Neste sentido, varios trabalhos foram realizados testando esta solugao

em esmalte e dentina em protocolos in vitro e in situ.'*!

Com base na ideia deste produto comercial (Erosion Protection, GABA) que ¢
inexistente no Brasil, sendo comercializado apenas na Europa, nosso grupo de pesquisa testou
solugdes experimentais contendo uma mistura de NaF e TiF4 em esmalte e dentina em
comparagdo com esse produto comercial como controle positivo.** Esta associa¢do entre NaF
e TiF4 foi realizada para minimizar o baixo pH de solu¢des que contém somente TiF4, tendo a
preocupacdo de manter a concentragdo de F em torno de 500 ppm para aplicagdo caseira, o que
¢ compativel a solucdo comercial Erosion Protection. Esta solucdo foi formulada com base na

experiéncia do nosso grupo com a formulagdo, testagem e patente do verniz de TiFa.

O 1° trabalho realizado foi o de Magalhaes et al.! (2008), que comparou o verniz de TiF4
a solugdo contendo TiF4 a 4% e aos vernizes comerciais de NaF. O tratamento foi realizado por
6 h e, apos sua remocdo, foi realizada uma ciclagem de pH erosiva por 5 dias. O desgaste do
esmalte foi quantificado, demonstrando que o verniz de TiF4 teve efeito protetor superior aos
vernizes comerciais de NaF (Duraphat e Duofluorid) e a soluc¢ao de TiF4, que por sua vez nao

obteve o mesmo éxito, ndo diferindo significativamente do controle negativo.
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O verniz de TiFs também foi testado para preven¢do do DDE na dentina. Martines de
Souza et al.” (2017) investigaram o efeito do verniz de TiFs a 4% aplicado em dentina pré-
erodida com e sem COD, comparativamente ao verniz de NaF. As amostras com e sem COD,
jé tratadas com os diferentes vernizes, foram submetidas a ciclagem de pH erosiva durante 7
dias. Os resultados de perfilometria mostraram que o verniz de TiF4 e o verniz de NaF foram
eficazes na redugdo da progressdo do desgaste da dentina, independentemente da presenca ou
nao da COD, porém quando comparados, o verniz de TiF4 teve um melhor efeito, especialmente

em dentina com COD.

Considerando que apesar dos bons resultados, o efeito do verniz pode ser limitado por
ser um produto para aplicacdo profissional que demanda ao paciente visitas periddicas ao
dentista e que o DDE ¢ um processo progressivo, pacientes com alto risco se beneficiariam
muito mais de aplicagdes diarias (em domicilio) de solugdes em comparagdo a aplicagdes
profissionais feitas esporadicamente em consultério.® A partir disso, surgiu a mistura de TiFse

NaPF, para possibilitar um tratamento constante do paciente.

Em 2014, investigou-se o efeito anti-erosivo de solucdes contendo TiF4 e NaF
associadas ou ndo entre si (4 grupos com 500 ppm F~: TiF4 0,0815%; NaF 0,105%; NaF 0,042%
+ TiF4 0,049%; NaF 0,063% + TiF4 0,036%), tendo como controle positivo a solugdo Erosion
Protection (SnCl/NaF/AmF) e o controle negativo a dgua, durante 7 dias de desafios erosivos
em esmalte. O melhor resultado foi encontrado para o TiF4 (0,0815%) reduzindo em 99% o
desgaste do esmalte, seguido do controle positivo que apresentou uma redugdo de 78% e da
combinacdo de NaF/ TiF4 (0,042% + 0,049%) que reduziu em 41% o desgaste do esmalte. As
demais solugdes ndo diferiram do controle negativo.? Trabalho similar foi realizado em dentina,
no qual todas as solugdes diminuiram significativamente a perda erosiva quando comparadas
ao controle negativo, exceto a solu¢do de NaF apenas. A formulagdo de 0,0815 % de TiF4
também resultou em 100% de prevengdo, ja a combinagdo de TiF4+/NaF (0,042% + 0,049%)
teve uma fragdo de prevencao de 58,3%, ambas sendo melhores que o controle positivo Erosion
Protection (SnClo/NaF/AmF) com 52% de prevengdo.* Apesar do resultado promissor com a
solucdo pura de TiFs, o seu valor de pH ¢ muito baixo (2,5) o que inviabiliza o uso clinico,
diferentemente das combinac¢des TiF4s + NaF que tém valor de pH 4,5, similar a solucao

comercial Erosion Protection.

Para entender o beneficio de aplicagdes profissionais (verniz) versus caseiras (solugdes),

Magalhdes et al.® (2016) avaliaram o efeito isolado e combinado de uma tnica aplicacio
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de verniz TiF4 ou NaF versus o uso diario de uma solugdo contendo baixa concentracao de TiF4/
NaF sozinha e em combina¢do com vernizes contra a erosao dentaria in vitro. As amostras de
esmalte e dentina tratadas com vernizes (1 x 6h), solugdes (2x/dia) ou vernizes + solugdes foram
submetidas a ciclagem erosiva de pH por 7, 10 e 14 dias. Apos 7 dias, no esmalte pode-se
perceber que todos os tratamentos foram capazes de reduzir o desgaste, exceto o verniz de NaF.
Notou-se que o verniz de TiF4 combinado com a solugdo de TiF4/ NaF foi mais eficaz do que
todos os outros tratamentos. No 10° dia, a solu¢do de TiF4/ NaF mostrou ser potencialmente
eficaz, enquanto o verniz de TiF4 perdeu seu efeito protetor. Notavelmente percebeu-se que o
verniz de TiF4+ solucdo TiF4/ NaF e o verniz de NaF + solu¢do de TiF4/ NaF foram semelhantes
a solucdo de TiF4/ NaF na reducdo do desgaste, porém apos 14 dias, a aplicagdo isolada dos
vernizes de TiFs e NaF perdeu completamente o efeito, o que também ocorreu com a
combinagao de verniz de NaF + solugao de TiF4/ NaF. Por outro lado, a combinagao do verniz
de TiF4 + solugdo de TiFs/ NaF perdeu parcialmente seu efeito, ja a solucdo de TiF4/ NaF
manteve o efeito protetor apos os 14 dias, mostrando ser a mais eficaz sobre o esmalte. Em
relacdo a dentina, observou que apos 7 dias experimentais, todos os tratamentos reduziram
significativamente o desgaste. Aplicagdes isoladas da solucdo de TiF4/ NaF e de verniz de NaF
apenas foram igualmente eficazes na reducdo do desgaste, porém com menor eficicia quando
comparadas com todas as outras. A combina¢do de verniz de NaF + solugdo TiF4/ NaF e
combinag¢do do verniz de TiF4 + solucdo TiF4/ NaF foram as melhores alternativas apresentando
melhor efeito protetor, seguida pelo verniz de TiF4 apenas. Em conclusdo percebeu-se que para
a dentina, a aplica¢do de verniz de TiFs, associada ou ndo a solucao TiFs/ NaF, apresentou

protecdo contra o desgaste.

Com base nos bons resultados laboratoriais da solugao de TiF4/ NaF, um estudo in situ
comparou o efeito da solucdo TiF4/ NaF com a solu¢dao Erosion Protection (NaF/AmF/SnCly)
na prevencao do desgaste em esmalte e dentina. A solugdo de TiF4/ NaF e a solu¢do comercial
foram capazes de reduzir igualmente e significativamente o desgaste dentario erosivo e erosivo-

abrasivo em esmalte e dentina comparadas ao controle negativo.®

Em relagdo ao mecanismo de agdo do TiF4, o conhecimento do seu mecanismo de agio
vem de estudo com o verniz de TiF4. Sua acdo deve-se a formagdo de uma camada tipo glaze
rica em 6xido de titanio e fosfato de titdnio hidratado que ¢ mais resistente ao acido que a
camada de CaF», protegendo mecanicamente o esmalte da dissolu¢do por acido. Além disto, o

TiF4 induz uma maior precipitagdo de CaF» comparado ao NaF, devido ao seu baixo pH.*
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Portanto, presume-se que o mecanismo de agdo semelhante poderia ocorrer pela aplicacao

diaria da solucdo de TiF4/NaF.

Apesar dos resultados positivos, o efeito da solucdo de TiF4/NaF estd muito aquém do
encontrado para a solugdo de TiF4 isolada, porém esta ultima solucdo € inviavel de ser utilizada
clinicamente devido ao seu baixo pH. Para melhorar o efeito desta solugdo experimental, a ideia

do presente trabalho foi associar esta combinacdo de fluoretos a quitosana.

2.4 EFEITO DA QUITOSANA NO DESGASTE DENTARIO EROSIVO

De intmeras aplicagdes biomédicas descritas na literatura, a quitosana despertou
interesse em muitas areas da saude, inclusive na odontologia, podendo ser aplicada em vérias
areas, como: odontologia preventiva, endodontia, cirurgia, periodontia, protese dentaria e
ortodontia, por ter propriedades regenerativas, de fécil tratamento quimico, ter
biocompatibilidade, propriedades antimicrobianas, atividade anti-inflamatoria, capacidade de
induzir a regeneragao e cicatrizagdo de feridas, hemostasia, inibi¢ao de biofilme, propriedades

antioxidantes e de reparo dsseo. 2427275

A quitosana ¢ um polissacarideo natural extraido das conchas de quitina de crustaceos
que passa por um processo de N-desacetilagdo, tornando-a uma molécula com carater
policatiénico de cadeia linear (podendo se unir a moléculas carregadas negativamente)®,
formada por copolimeros catidonicos como 2-amino-2-desoxi-p-D-glicose e 2-acetamino-2-
desoxi-B-D-glicosideo, unidos por ligagdes B (1 — 4).”® Além de ter uma estrutura flexivel da
cadeia de polimero, a quitosana contém grupos funcionais que podem ter grande afinidade com

4gua devido a presenca varias hidroxilas e do grupo amino.”’

As propriedades da quitosana sdo dependentes de muitos fatores, especialmente do grau
de desacetilagdo, ou seja, da quantidade de grupos aminos livres (que sdo responsaveis por
adsorver cations metalicos), tendo em vista que o alto grau de desacetilagdo esta relacionado ao
grande potencial zeta positivo.”® O grau de desacetilagdo ¢ medido pelo niimero médio de 2-
acetamida-2-dexosi-D-glicopiranose juntamente com unidades de 2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose, onde a porcentagem relativa dessas unidades tem grande influéncia nas
propriedades fisicas, quimicas, bioldgicas’®, e até mesmo na atividade antimicrobiana da

quitosana.” No entanto, ndo apenas o grau de desacetilagio ¢ importante neste contexto, mas
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também a distribui¢do dos grupos de acetila na molécula®® e o valor do pH do ambiente onde a

mesma esté inserida (quanto menor o pH, maior carga positiva).”®

Este polimero tem sido adicionado a produtos odontologicos, especialmente a
dentifricios, pois tem alta interagdo com a estrutura dentdria devido ao seu potencial zeta
positivo, podendo inclusive ser incorporado a pelicula adquirida e ter potencial para proteger
mecanicamente a estrutura dentaria contra o acido.>*®' Além do mais, se dissolve em estruturas
com potenciais zeta negativo e tem alta afinidade pelo esmalte®>** levando a formagdo de uma
camada orgénica, especialmente na presenca da mucina, que se adsorve em superficies
carregadas negativamente, permitindo o acumulo de ambas e formagdo de multicamadas, que
podem resultar em uma melhor protegio contra o DDE.** Quanto a dentina, esta por sua vez
tem um potencial zeta negativo menor que o esmalte e a interagdo com a quitosana pode ser
reduzida por consequéncia. A quitosana na forma fosforilada, se torna mais eletronegativa,
diminuindo o potencial zeta positivo, 0 que permite uma maior interacdo com as fibrilas de
colageno (cargas positivas), favorecendo a agdo da molécula na dentina.®® O mecanismo de
acao principal de proteg¢do contra DDE se dé pela formagao de barreira mecanica e, em relagao
a dentina, a quitosana ainda pode ter a¢@o protetora sobre a degradacao de fibrilas de colageno,
aumentando a resisténcia da superficie dentinaria aos desafios erosivo e enzimatico, devido a
sua presenca dentro e entre os tibulos dentinarios, permitindo a deposic¢ao de ions de cdlcio e a

formacio de fosfato de célcio sobre a dentina desmineralizada.®!'-*?

Arnauld et al.’¢ (2010) realizaram um estudo para avaliar se a quitosana (> 85% de
desacetilagdo) era capaz de reduzir a desmineralizagdo do esmalte, variando concentracdo e
tempo de tratamento. A quitosana mostrou ser capaz de reduzir a liberacdo de fosforo do
esmalte, sendo influenciada pelo tempo de exposic¢ao e concentragdo, tendo como melhor tempo

entre 60s a 90s de aplicacdo e na concentracdo de 2,5 mg/ ml e 5,0 mg/ml.

Ganss et al.>*

(2011) realizaram um estudo com dentifricios comercializados voltados
para a prevencdo da erosdo sendo um deles a base de quitosana (Chitodent — 0,5%), pela
realizacdo de dois experimentos independentes, um simulando apenas erosdo (1) e outro, a
erosdo associada a abrasdo (2). Os autores verificaram que o dentifricio de quitosana teve efeito
semelhante aos dentifricios contendo NaF (entre 1400 ppm — 1490 ppm), tanto no experimento

1 quanto ao 2, diminuindo a perda de tecido em cerca de 30%, porém com reduzido efeito na

presenca da abrasao.
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Beltrame et al.’! (2018) investigaram o efeito antierosivo da quitosana na dentina, em 3
tipos formulacdes diferentes: solugdo de quitosana (0,5%), quitosana fosforilada neutra (0,5%)
e quitosana fosforilada alcalina (0,5%). As amostras de dentina foram submetidas a ciclagem
erosiva de pH intercalada pelos tratamentos (6 ciclos de 2 min), por 5 dias. Os autores
verificaram que a quitosana nas diversas formas de apresentacdo foram mais eficazes na
reducdo do DDE em comparag¢do ao controle negativo, sendo mais efetivas as solucdes de
quitosana fosforiladas neutra e alcalina (32% de reducdo) do que a solugdo de quitosana
convencional (18%), sendo que estas solugdes ndo superaram o efeito da solucdo contendo

fluoreto e estanho (Elmex®).

Os trabalhos citados acima foram realizados com produtos contendo apenas a quitosana.
No proximo tdpico abordaremos os trabalhos que fizeram associagdo entre a quitosana e o

fluoreto na prevengdo da erosdo dentaria.

2.5 EFEITO DA QUITOSANA ASSOCIADA AO FLUORETO NO DESGASTE
DENTARIO EROSIVO

A associacdo entre fluoreto e quitosana pode ser uma estratégia interessante para

17.37.45 sendo esta

fortalecer a protegdo mecanica proporcionada pelos dois agentes isoladamente
associacdo mais comum em dentifricios, inclusive ha um dentifricio comercial contendo
AmF/NaF/SnCl; (1400 ppm F- e 3500 ppm Sn**) e quitosana a 0,5% no mercado Europeu

(Elmex).3*3

A presenga de quitosana parece facilitar a liberacdo de fluoreto dos veiculos de
aplicagdo™®, melhorando a eficdcia do produto.’> Ainda a quitosana pode atrair ions de fluoreto
carregados negativamente (alta eletronegatividade) a superficie dentaria.?” Além do mais, Pini
et al.?? (2016) sugeriram que a quitosana aumenta a retencdo de estanho e fluoreto na estrutura
desmineralizada. Quando associada ao fluoreto, a quitosana tem apresentado um melhor efeito
sobre a reducdo da erosdo do esmalte’’, mas nenhuma informagio sobre a associagdo entre
fluoreto e quitosana, na forma de solucdo, existe para a prevencdo da erosdo da dentina. A
313436 3

maioria dos estudos tem testado a associacdo da quitosana e fluoreto em dentifricios.

importante enfatizar que a maioria das associagdes com o fluoreto foram estabelecidas com

NaF ou NaF/AmF/SnCl,.
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Um experimento executado com a formulagdo de dentifricio contendo AmF/NaF/SnCl,
(1400 ppm F~ e 3500 ppm Sn**) + 0,5 % de quitosana (80% desacetilagdo) foi realizado a fim
de compara-lo a: 1) dentifricios 4cidos e neutros contendo NaF, Sn’" de diferentes fontes
(SnF> ou SnCly) associado a diferentes compostos de fluoreto (NaF e/ou AmF), 2) dentiftricios
contendo apenas 0,5% de quitosana, 3) dentifricio placebo, 4) erosdo apenas e 5)
gel SnF», como controle positivo. As amostras de esmalte foram submetidas a ciclagem erosiva
de pH (6 x 2 min/dia) e tratadas com escovacao (2 x 15s/dia, carga 200 g) durante imersao nas
suspensdes dos dentifricios ou gel (2 min/escovacdo), durante 10 dias. A formulagdo AmF
/NaF/ SnCl> e quitosana foi mais eficaz na inibicdo da perda de tecido quando comparada a
todos os outros seis dentifricios, exceto ao controle positivo (gel SnF2) que obteve o melhor
resultado. Todos os outros dentifricios mostraram-se ter efeitos protetores significativos (entre
27-67% na redugdo), exceto um dentifricio de NaF (1400 ppm e pH 4,7) que ndo diferiu do

controle negativo.*’

Outros estudos também buscaram avaliar a quitosana associada ao F-e Sn**. Schlueter
et al.*® (2013) avaliaram o efeito protetor de dentifricio com quitosana associada ao F~e ao Sn**
(1400 ppm F-, 3500 ppm Sn**, 0,5% quitosana, pH 4,4) na prote¢io do esmalte contra a erosio
e abrasdo in situ, comparando-o com dentifricios contendo NaF e placebo. O efeito protetor
mais significativo foi visto para o dentifricio com quitosana e fluoreto (50-60% de protecdo no

desgaste) comparado aos dentifricios NaF (21%) e placebo, que nao diferiram entre si.

Carvalho e Lussi® (2014) também testaram a formulagio de dentifricio contendo F/ Sn/
quitosana em associagio com solucdo de Sn?*. Neste experimento foram testados cinco grupos,
variando o tipo de dentifricio (preparadas como suspensdes) em associagdo ou niao ao
enxaguante bucal: G1: dentifricio placebo e enxdgue com agua corrente; G2: dentifricio com
fluoreto de s6dio (NaF — 1400 ppm) e enxdgue com agua corrente; G3: dentifricio com F (1400
ppm)/ Sn (3500 ppm)/ quitosana (0,5%) e enxdgue com agua da torneira; G4: dentifricio com
F/ Sn/ quitosana e enxague com Sn** (800 ppm); G5: dentifricio com NaF e enxdgue com NaF
(500 ppm). As amostras de esmalte (pré-molares de humanos) foram submetidas a ciclagem
erosiva de pH por 8 dias e foram submetidas ao tratamento (abrasdo - 2 min de incubag¢do em
suspensdao de dentifricio; escovagdo com 20 movimentos de vai-e-vem). A perda de
microdureza foi avaliada diariamente, inicialmente e apos cada tratamento. A formulacdo de
dentifricio contendo F/Sn/ quitosana em combinacdo com a solu¢io de Sn** mostrou melhor

resultado quanto a protecdo, reduzindo a perda de esmalte por erosao e abrasao em 75% quando
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comparada ao placebo, sendo superior aos demais tratamentos propostos na redu¢do da perda

de microdureza de superficie.

Pini et al.?? (2016) avaliaram o efeito de solu¢des contendo AmF (500 ppm F-), SnCl,
(800 ppm Sn?) e quitosana (diferindo na viscosidade: CH 50, CH500, CH1000 e CH 2000 mPas)
sobre o DDE do esmalte. Metade dos grupos foi desmineralizada (experimento 1, E1; 10 dias,
6 % 2 min/dia, acido citrico de 0,5%, pH 2,8) e exposta a solugdes (2 x 2 min/dia); a outra
metade foi adicionalmente escovada (15 s, 200 g) com dentifricio ndo fluoretado antes da
imersao nas solugdes (experimento 2, E2). As solugdes experimentais em E1 resultaram em
protecdo da perda do esmalte entre 77 a 80%; no caso da CH2000 a perda de esmalte foi
completamente inibida pela formacao de precipitados, sugerindo que a quitosana poderia ajudar
a reter estanho e fluor na area desmineralizada. Nao houve diferencas significantes entre as
demais solucdes experimentais quando comparadas. Em E2, as solu¢des reduziram a perda do
esmalte entre 51 a 62% em comparacdo ao controle negativo, sendo os melhores resultados
encontrados para CH50 e CH500 (62 e 61%, respectivamente). Pela analise por MEV e EDX,
notou-se um aumento de carbono e estanho nas amostras tratadas com a solu¢ao contendo CH
2000 mPas, indicando deposicdo de matéria organica e estanho proveniente da solugdo,
especialmente em E1, pois em E2 devido a escovagdo, os teores de carbono e estanho

diminuiram em todos os grupos tratados.?

Os mesmos autores testaram suspensoes de dentifricios (1g de dentifricio para 3 mL de
4gua) contendo F / Sn (500 ppm F~ na forma de AmF, 800 de ppm Sn*" na forma de SnCl,) e
quitosana (0,5%, viscosidade: 50, 500, 1000 ou 2000 mPas). As amostras de esmalte foram
submetidas a ciclagem erosiva de pH associada ao tratamento e abrasdo. No experimento 1
(somente erosao), todas as suspensdes de dentifricios experimentais inibiram completamente a
perda de tecido em comparacdo ao controle negativo. No experimento 2 (erosao + abrasdo), as
suspensdes de dentifricios reduziram significativamente a perda de tecido em todos os grupos
variando entre 68 a 100% em comparagdo com o controle negativo. CH 500 e CH 1000 foram
capazes de inibir completamente a perda de tecido. A eficacia das formulagdes de quitosana foi
comparavel ao grupo de controle positivo, exceto para CH1000, que mostrou um efeito

superior.®

O mecanismo de acdo da associacdo entre fluoreto/estanho e a quitosana ainda
permanece obscuro e ndo ha estudos sobre a associagdo entre quitosana e TiF4/NaF em solugao

em relacdo a prevencdao do DDE do esmalte e dentina, o que pode ser interessante de ser testado
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com base em toda a revisdo apresentada. Também temos pouca informacao sobre a associagdo
entre fluoreto e quitosana sobre o DDE da dentina, o que também justificou a realizacdo do

presente trabalho.




3 OBJETIVO
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3 OBJETIVO

Este trabalho avaliou o efeito do TiF4/NaF associado ou ndo com a quitosana (com duas
viscosidades) sobre a prevencao da erosdo dentaria, na tentativa de melhorar a sua performance,
aumentando a chance da mesma ser comercializada e aplicada clinicamente na forma de solugao
para bochecho. A hipotese nula formulada ¢ que as solugdes de TiF,/NaF contendo quitosana
ndo teriam a mesma eficdcia que a solugdo comercial contendo fluoreto e estanho sobre a

prevencao do desgaste erosivo do esmalte e da dentina in vitro.







4 MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

O estudo foi primeiramente aprovado pelo Comité de Etica Local de Uso de Animais
(Faculdade de Odontologia de Bauru- Universidade de Sao Paulo, nimeros 015/2019 e
018/2019). Cento e cinquenta incisivos bovinos foram previamente mantidos em solucao de
timol a 0,1% durante o periodo de preparo das amostras. As amostras de dentina (n = 105)
foram preparadas considerando a por¢@o cervical vestibular da raiz enquanto as amostras de
esmalte (n = 105) foram obtidas da superficie bucal das coroas de incisivos bovinos. As
amostras foram embutidas em resina acrilica e polidas (Figura 1A) usando lixas para polimento
(320, 600 e 1200 de granulagdo, contendo 6xido de aluminio; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA)
refrigeradas com agua e o papel de feltro molhado com spray de diamante (1 um; Buehler,
EUA). O polimento foi controlado para remover 200-300 um de camada mais externa da
superficie dentaria (Figura 1B). As areas de referéncia (areas de controle) na superficie polida
foram marcadas com duas linhas paralelas feitas com uma ldmina de bisturi, a 2,0 mm de
distdncia uma da outra. Uma pequena perfuracao foi realizada em uma das areas de referéncia
para padronizar o inicio da analise do perfil (Mahr Perthometer, Gottingen, Alemanha). Apds a
andlise do perfil inicial, 2/3 da superficie externa das amostras foram protegidos com esmalte
cosmético de unha vermelho, deixando apenas 1/3 da 4rea central (2 mm) exposta (Figura 1C).
As amostras de esmalte e dentina foram divididas aleatoriamente em sete grupos (n = 15) e
armazenadas em agua deionizada (a 4°C) por um curto periodo de tempo (7 dias) até serem

utilizadas para o experimento. Figura 1 ilustra o processo de preparo das amostras.

O tamanho da amostra foi calculado com base no estudo anterior® considerando as

diferencas entre TiF,/NaF e controle, uma forca amostral de 80% e um erro alfa de 5% (o

resultado foi de 5 amostras por grupo). Os grupos foram: (1) solu¢do comercial com SnCl,/NaF
(800 ppm Sn?*, 500 ppm F~, pH 4,5, Elmex®, GABA Int. AG, Switzerland, controle positivo);
(2) 0,042% NaF e 0,049% TiF, (NaF: 190 ppm F~; TiF,: 190 ppm Ti*"e 300 ppm F"); (3) similar
ao grupo 2 mas com adi¢do de 0,5% quitosana (75% desacetilagdo, CH 500 mPas), (4) similar
ao grupo 2 mas com adicdo de 0,5% quitosana (75% desacetilagio, CH 2000 mPas), (5)
sem tratamento, (6) 0,5% quitosana (75% desacetilagdo, CH 500 mPas) e (7) 0,5% quitosana
(75% desacetilagao, CH 2000 mPas).
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Figura 1- A) Molde de silicone e resina acrilica auto-polimerizével utilizados
para embutir as coroas e raizes; B) Politriz Metalografica utilizada no polimento
das amostras; C) Amostras de esmalte embutidas, polidas e com 2/3 da
superficie protegidos; D) Amostras de dentina embutidas, polidas e com 2/3 da
superficie protegidos.

4.2 CICLAGEM DE pH E TRATAMENTOS COM AS SOLUCOES FLUORETADAS

As amostras foram submetidas a um modelo de ciclagem de pH por 7 dias. Os desafios
erosivos foram feitos quatro vezes ao dia por imersao em solu¢do de acido citrico (0,1%, pH 2,5,
sem agitacdo mecanica) por 90 s cada (Figura 2A), em um recipiente contendo 30 ml da solucao
erosiva por amostra, a 25°C. Entre cada desafio erosivo (2 h de intervalo) e durante a noite
(entre o ultimo desafio erosivo e o primeiro do dia seguinte), as amostras foram expostas a
saliva artificial de Klimek modificada (Figura 2B) (pH 6,8, 30 mL/amostra). A saliva artificial
de Klimek modificada foi composta pelos seguintes reagentes: 0,001 g de acido ascorbico, 0,015
g de glicose, 0,29 g de NacCl, 0,085 g de CaCl,, 0,08 g de NH4Cl, 0,635 g de KCI, 0,08 g de
NaSCN, 0,165 g de KH,PO,, 0,1 g de carbamida ¢ 0,17 g de Na,PO, em 500 mL de 4dgua
destilada.>* A saliva artificial de Klimek modificada foi trocada diariamente e a solucdo de

acido citrico foi substituida a cada desafio.

Os tratamentos foram realizados uma vez por dia (Figuras 2C e 2D) (imediatamente

apos o ultimo desafio erosivo) expondo as amostras as respectivas solucdes de tratamento
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(Figura 2C) (v = 0,5 ml/amostra) por 30 s (n=15 por grupo): (1) solugdo comercial com

SnCl,/NaF (800 ppm Sn**, 500 ppm F~, Elmex®, GABA Int. AG, Suica, controle positivo); (2)

0,042% NaF e 0,049% TiF, (NaF: 190 ppm F~; TiF4: 190 ppm Ti e 300 ppm F7); (3)
semelhante a 2, mas com acréscimo de 0,5% de quitosana (CH 500 mPas, 75% desacetilagdo);
(4) semelhante a 2, mas com acréscimo de 0,5% de quitosana (CH 2000 mPas, 75% de
desacetilacdo), (5) sem tratamento (controle negativo, agua deionizada); (6) 0,5% quitosana
(CH 500 mPas, 75% desacetilacdo) e (7) 0,5% quitosana (CH 2000 mPas, 75% de

desacetilacdo).

Figuras 2 — A) Amostras imersas em solucdo de 4cido citrico (0,1%, pH 2,5) por 90 s;
B) Recipientes usados para a ciclagem, na ordem, para imersdo em acido (frente) e
para imersdo em saliva artificial de Klimek modificada (atras); C) Solugdes de
tratamento; D) Aplicacdo da solugdo de tratamento utilizando pipeta (v =0,5
ml/amostra) sobre a superficie exposta por 30 s.

A viscosidade das solugdes de tratamento (Tabela 1) foi verificada previamente na

Universidade de Berna (BEPE - Processo Fapesp 2019/0078-8) utilizando-se um viscosimetro

capilar de vidro (Ubbelohde 501 01, 08 — 5 rnmz/s, Gerber Instruments AG, Suica, Figura 3).
As solugdes experimentais de flaor foram preparadas utilizando-se reagentes de grau analitico
de Sigma-Aldrich e seus valores de pH foram medidos utilizando pHmetro ap6s a calibracao
com padrao 4 e 7. Para o preparo das solugdes contendo quitosana, diluiu-se 1% do respectivo
tipo de quitosana (Heppe Medical Chitosan GmbH, Halle, Alemanha) em solucdo de 4cido

acético a 1% e, em seguida, essa soluc¢ao foi misturada com agua 1:1.
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Ap0s o tratamento, o excesso de solu¢do foi removido com haste flexivel de pléstico
contendo algoddo na ponta (cotonete), tomando cuidado para ndo danificar as superficies
expostas. Na sequéncia, as mesmas foram imersas em saliva artificial de Klimek modificada.

O pH das solugdes de tratamento foi mensurado no dia do preparo (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de pH e viscosidade (mm2/s) das solugdes de tratamento.

Viscosidade
Tratamento pH

(mmz/s)
Elmex® (SnCl,/NaF/AmF) 4,5 1,22 mm?/s
TiF4/NaF 3,8 0,92 mm?2/s
TiF4/NaF + CH 500 mPas 4,5 25.4 mm?/s
TiF4/NaF + CH 2000 mPas 4,5 115,9 mm2/s
CH 500 mPas 4,0 43,1 mm?/s
CH 2000 mPas 4,0 84,5 mm2/s

Figura 3 — Viscosimetro capilar de vidro Ubbelohde.
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4.3 PERFILOMETRIA PARA AFERICAO DA PERDA DE SUPERFiICIE DENTARIA

Os perfis das superficies do esmalte e da dentina foram obtidos utilizando um
perfilometro de contato (Figura 4A) (Mahr Perthometer, Gottingen, Alemanha), inicialmente e
apos 7 dias de ciclo erosivo (final). Em cada leitura, foram realizadas cinco varreduras de
superficie equidistantes de cada amostra (4 mm de corrida para dentina e 6 mm de corrida para
esmalte, com 250 pm de distancia entre as varreduras). Para realizar a medicao final, o esmalte
cosmético de unha foi removido com haste flexivel de plastico contendo algoddo e uma solugao

de acetona diluida em dgua deionizada (proporgao 1:1).

Para permitir a compara¢do adequada e reproducado fiel das leituras inicial e final, as
amostras apresentaram uma marca de identificagdo (furo para determinagdo de Z inicial) e
foram inseridas em um dispositivo metalico (para determinagao dos eixos x e y), de forma que
a ponta do perfildbmetro fosse reposicionada com precisio em cada medigdo.**® Em adigdo,
todas as leituras de perfil em amostras de dentina foram realizadas com umidade, para evitar

colapso das fibrilas de colageno (1 gota de agua deionizada antes do inicio da leitura).

Os perfis inicial e final foram sobrepostos e comparados usando o software MahrSurf
CXR20 (Figura 4B). Calculou-se a profundidade média da 4rea abaixo da curva de sobreposi¢ao
dos dois perfis e uma média das 5 leituras foi obtida (um), sendo o limite minimo de detecgdo

em torno de 0,5 pum.

A

| N —— T

o N Ep 1)

Figura 4 - A) Analise da Perfilometria final. B) Perfis inicial e final superpostos para comparagdo ¢ medi¢ao da
perda de estrutura dentaria.
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4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA — MEV E ESPECTROSCOPIA
DE ENERGIA DISPERSIVA (EDX)

Apos a realizacdo da avaliagdo do perfil, trés espécimes de dentina e dois espécimes de
esmalte de cada grupo foram submetidos a avaliagdo morfoldgica da superficie por microscopia
eletronica de varredura-MEV. Os espécimes permaneceram 12 h em temperatura ambiente.
Ap0s esse periodo, as amostras foram cuidadosamente desidratadas em um dessecador a vacuo
continuo durante um periodo de dois dias e, logo depois, metalizadas com cobertura de ouro

como ilustrado na Figura SA (DentronVacuum — Desk IV Moostestonn/NJ — EUA).

Em seguida, todas as amostras foram submetidas a analise por microscopia eletronica
de varredura - MEV (Figura 5B) (Philips XL 30 FEG, EUA) utilizando modos de imagens de
elétrons retro espalhados (BSE) e elétrons secundérios (SE). Desta forma, fotos digitais foram
obtidas com a distribui¢do das fases formadas nas superficies dentarias tratadas. As andlises por
MEV-EDX foram realizadas no Laboratério de Caracterizagdo Estrutural, Departamento de
Engenharia de Materiais da UFSCar, na cidade de Sdo Carlos-SP. Fotos digitais foram obtidas
nos aumentos de 500, 2.000, 5.000, 10.000 e 20.000 x de cada amostra e entdo selecionadas
imagens representativas no tamanho de 5.000 x para as amostras tratadas com as diferentes
solugdes experimentais (Figura 5C). Foi realizada a microandlise quimica, com mapeamento
de composi¢ao quimica utilizando EDX (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy —Bruker), no
aumento de 1000 x, referente aos elementos Calcio, Fosforo, Oxigénio, Hidrogénio, Sodio,

Magnésio, Carbono, Fluor, Titanio e Estanho. Esta leitura foi realizada em 3 areas diferentes

da amostra, para o célculo de uma média da porcentagem dos elementos citados.

Figura 5 - A) Amostras metalizadas com cobertura de ouro. B) Microscépio eletronico de varredura Philips XL
30 FEG (EUA). C) Amostra posicionada no microscopio para analise.
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o software Graph Pad Prism (Graph Pad,
EUA). Foram verificadas a distribui¢do normal e a homogeneidade dos dados (testes de
Kolmogorov—Smirnov e Bartlett, respectivamente). A perda de esmalte (um) foi submetida ao
teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste pos-hoc Dunn e a perda de dentina (um) foi
comparada utilizando-se ANOVA seguida pelo teste pos-hoc Tukey. O nivel de significancia

foi fixado em 5%.
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S RESULTADOS
5.1 ESMALTE
5.1.1 PERFILOMETRIA

A solugdo Elmex® e as solugdes TiF,/NaF modificadas com quitosana foram capazes
de reduzir significativamente a perda de esmalte apds 7 dias de experimento (p<0,0001). As

solucdes que continham apenas TiF,/NaF ou apenas quitosana foram semelhantes ao controle

negativo. A solugdo Elmex® teve o melhor efeito protetor comparado a todas as outras
solugdes, exceto a experimental contendo TiF,/NaF + CH 2000 mPas. Os resultados de perda

de superficie do esmalte sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores medianos (intervalo interquartil, IT) de perda de esmalte (um) de acordo com cada tratamento.

Tratamentos Mediana (II)
Elmex® (SnCl,/NaF/AmF) 0,72 (0,18)*
TiF4/NaF 1,52 (0,24)bc
TiF4/NaF + CH 500 mPas 1,24 (0, 49)b
TiF4/NaF + CH 2000 mPas 1,28 (0,25)ab
Agua (controle negativo) 1,70 (0,27)C
CH 500 mPas 1,41 (0,28)bc

CH 2000 mPas 1,40 (0,30)P¢

Diferentes letras minusculas apontam diferencgas significativas entre os grupos (Kruskal-Wallis/Dunn, p<0,0001).

5.1.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

As imagens representativas mostram depdsito de precipitados na superficie das amostras
de esmalte tratadas tanto com Elmex® (SnCly/AmF/NaF) (Figura 6A) como com TiF4/NaF
(Figura 6B), sendo mais homogénea a camada produzida pela solu¢ao comercial. Um menor
ntimero de precipitados foi visto sobre as amostras tratadas com TiF4/NaF + CH 500 mPas (Figura

6C) e TiF4/NaF + CH 2000 mPas (Figura 6D). A Figura 6E corresponde ao controle negativo

apresentando superficie lisa. Resultado similar a combinag¢do de F e CH foi visto praa CH 2000
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mPas (Figura 6G) que também apresentou precipitados na superficie do esmalte em quantidade

muito maior do que a amostra tratada com CH 500 mPas (Figura 6F).

Figura 6. Imagens do MEV de esmalte representativas de cada grupo: A) Elmex® (SnCl,/NaF/AmF); B) TiF,/
NaF; C) TiF,/NaF + CH 500 mPas; D) TiF,/NaF + CH 2000 mPas; E) Agua (controle negativo); F) CH 500 mPas;
G) CH 2000 mPas.

Em rela¢do a analise por EDX, ndo houve diferengas relevantes entre os grupos em
relagdo a propor¢do Ca/P assim como para alguns elementos que aparecem em menor

quantidade sobre o esmalte. Em relacdo ao estanho, s6 foi possivel detectar quantidades

significantes (acima de 1%) para o grupo Elmex®

, pois foi a Unica solucdo contendo este
elemento quimico na forma de cloreto de estanho. Nao foi possivel detectar titdnio sobre a
superficie do esmalte, mesmo nas amostras tratadas com solucdo contendo este elemento. A
deposicao de fluoreto também foi modesta para todos os grupos de tratamento, sendo um pouco

mais elevada no caso da solugdo TiFy/NaF (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de média e desvio padrao da porcentagem (%) de elementos quimicos presentes no esmalte tratado com as diferentes solugdes.

Ca P Ca/P (0] Mg C Na F Ti Sn

Elmex® (SnCl2/NaF/

39,5+0,8 16,8 +£0,8 2,3+ 0,0 32,7+1,5 0,6 £0,4 7,1+2,3 0,8+0,1 0,2+0,0 0,1+0,0 1,8+ 0,6
AmF)
TiF4+/NaF 38,7+38,1 14,1+£2,6 2,8+09 35,0+ 6,1 0,3+0,0 10,9 + 4,1 0,6+ 0,0 0,5+0,3 0,1+0,0 0,0+ 0,0
TiF4/NaF+ CH 500 43,1+3,3 16,4+0,2 2,6+0,2 32,1+2,1 0,3+0,0 7,7+2,3 0,7+0,0 0,1+0,1 0,2+0,0 0,0+ 0,0
TiF4/NaF +

35,5+2,4 13,3+ 1,0 2,6 +0,0 40,0+2,4 0,3+0,0 9,4+0,7 0,7+0,5 0,2+0,2 0,2+0,0 0,1+0,0
CH 2000
Agua (controle negativo)

45,8 +4,0 16,2+ 0,9 2,8+0,0 29,3+43 0,3+0,0 7,3+0,7 0,6 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
CH 500 40,0+ 2,1 16,3+ 1,3 2,4+0,0 34,6 +3,0 0,3+0,0 7,9+0,7 0,7+0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

CH 2000 39,0+ 3,1 16,0+ 0,6 2,4 40,2 34,6 0,5 0,6 +0,3 8,5+25 1,1£0,1 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
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5.2 DENTINA

5.2.1 PERFILOMETRIA

A solucdo a base de quitosana (500 mPas) e a solugao Elmex® foram capazes de reduzir
significativamente a perda de dentina em comparag@o ao controle negativo. Todas as outras

solucdes experimentais foram semelhantes ao controle negativo e ndo diferem umas das outras

(Tabela 4). A solugdo Elmex® teve melhor efeito protetor comparada a todas as solugdes

experimentais, s6 nao diferindo estatisticamente da solu¢ao contendo CH 500 mPas (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de média e desvio padrdo do desgaste da dentina (um) de acordo com cada tratamento.

Tratamento Desgaste (um)
Elmex® (SnCl/NaF/AmF) 0,53 + 0,232
TiF4/NaF 1,06 + 0,33b
TiF4/NaF + CH 500 mPas 1,14 + 0,43b
TiF4/NaF + CH 2000 mPas 123 +0,37°
Agua (controle negativo) 1,20 +0,33b
CH 500 mPas 0,60 + 0,242
CH 2000 mPas 1,25+ 0,48P

Letras minusculas distintas mostram diferengas significativas entre grupos (ANOVA/Tukey, p < 0,0001).

5.2.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA - MEV

As imagens representativas mostram a presenca de tibulos dentinarios em todas as
amostras de dentina, com alguma oblitera¢do tubular para dentina tratada com TiF4/NaF (Figura

7B), mas sem deposi¢do em dentina intertubular. Por outro lado, foi possivel ver um grande

depdsito sobre a dentina intertubular da amostra tratada com Elmex® (SnCly/AmF/NaF)
(Figura 7A), e também, com menor evidéncia, nas amostras tratadas com TiF,/NaF + CH500
mPas (Figura 7C) ou CH500 mPas (Figura 7F). Além disso, CH 500 mPas mostrou oclusdo dos
tubulos dentinarios (Figura 7F). Por outro lado, amostras tratadas com solu¢des contendo CH
2000 mPas, com ou sem TiF4/NaF, ndo apresentaram oblitera¢do de tibulos, nem depositos em
dentina intertubular (Figuras 7D e 7G). Figura 7E corresponde ao controle negativo, mostrando

os tabulos e dentina intertubular lisa.




Resultados 53

Figura 7. Imagens do MEV de dentina representativas de cada grupo: A) Elmex® (SnCl,/NaF/AmF); B) TiF,/NaF;
C) TiF,/NaF + CH 500 mPas; D) TiF,/NaF + CH 2000 mPas; E) Agua (controle negativo); F) CH 500 mPas; G)
CH 2000 mPas.

Em relacdo a andlise por EDX, s6 foi possivel detectar quantidades significantes (acima

de 1%) de estanho (Sn) para o grupo Elmex®

, 0 que ja era esperado, pois ¢ a Unica solugdo
contendo este elemento quimico na forma de cloreto de estanho. As amostras de dentina tratadas
com as solugdes experimentais contendo TiF,/NaF, com ou sem quitosana, apresentaram
titnio, mas a deposicdo foi pequenacomparada a do Sn (<1%). Todas as solug¢des que tinham
algum tipo de sal fluoretado induziram deposi¢do de fluoreto na superficie da dentina. Os
maiores valores de F foram encontrados nas dentinas pertencentes aos grupos das solugdes
contendo TiF,/NaF associado a quitosana, seguidas pelas solugdes fluoretadas apenas (Tabela
5). Resultado diferente foi visto no grupo da CH 2000 mPas que apresentou um contetido mais

baixo de Ca e P alterando a propor¢ao Ca/P, o que pode ser devido a deposi¢ao deste carboidrato

(especialmente do elemento C) sobre a superficie da dentina.
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Tabela 5. Valores de média e desvio padrdo da porcentagem (%) de elementos quimicos presentes na dentina tratada com as diferentes solugdes.

Ca P Ca/P (0] Mg C Na F Ti Sn

Elmex® (SnCl2/NaF/

27,9+6,3 13,3+4,6 2,1+0,3 29,4 +3,6 0,8+0,1 254+79 0,4+0,0 0,9+04 0,0+0,0 2,0 +0,1
AmF)
TiFs/NaF 24,5+5,7 12,1+6,1 2,2+0,6 29,2+09,1 0,7+0,1 30,5+1,3 0,4+0,2 0,8 +0,8 0,8 + 0,4 0,0+0,0
TiF4+/NaF + CH 500 29,0+ 7,7 13,0+3,9 2,2+0,1 32,0+2,8 0,6 0,1 23,7+ 6,4 0,5+0,0 1,2+ 1,6 0,2+0,2 0,1+ 0,0
TiF4/NaF+

27,1+7,1 12,9+3,0 2,1+0,1 31,5+3,0 0,7+ 0,0 25,6 0,6 0,5+0,4 1,9+1,2 0,5+0,3 0,1+0,0
CH 2000
Agua (controle negativo)

25,6 +7,7 11,6 +£3,6 2,2+0,0 30,9+7,3 0,6 0,0 31,3+2,1 0,4+0,1 0,1+0,0 0,0+0,0 0,2+0,1
CH 500 25,1+7.2 11,0+ 3,0 2,3+0,0 33,5+4,5 0,7+0,0 27,9+4,8 0,5+0,1 0,6 0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
CH 2000 18,5+ 0,0 6,2+1,2 2,6 +0,0 36,9+2,0 0,6 0,0 44,5+ 11,4 0,3+0,1 0,3+0,2 0,0+0,0 0,0+0,0




6 DISCUSSAO







Discussao 57

6 DISCUSSAO

A hipétese nula foi rejeitada uma vez que as formulagdes contendo quitosana e fluoreto
assim como a da quitosana sozinha foram capazes de reduzir significativamente a perda de
esmalte e dentina de forma semelhante a solugdo comercial SnCl,/AmF/NaF (considerada a

solugdo padrdo-ouro F para esta proposta, ou seja, o controle positivo), respectivamente. No

estudo de Castilho et al.* (2015), a solucdo controle positivo (Elmex®) teve efeito protetor sobre
a dentina de 52%, relativamente semelhante ao nosso valor (55% do efeito protetor), porém no
caso deste estudo o tratamento foi aplicado 2x60 s por dia, ja no presente trabalho foi de 1x30
s por dia, ou seja, a frequéncia e duragdo de aplicagdes ndo interferiram para o efeito desejavel

na dentina.

Referente ao esmalte, o estudo de Souza et al.* (2014) mostrou 77,5% de protegdo para

a solugdo Elmex® (2x 60 s/dia), enquanto nosso estudo demonstrou 57,7% de protecao (1x 30
s/dia), ou seja, no caso do esmalte, a frequéncia e/ou tempo de aplicagdo parece(m) ter influéncia
no resultado, mas que ainda ¢ significativo mesmo quando aplicado em menor frequéncia e

tempo.

Sendo assim, a solugdo de fluoreto contendo ions de estanho (Elmex®) parece ser
suficiente para proteger contra a erosdo dentdria independente da frequéncia e duracdo da
aplicagdo, em concordincia com publicagdes anteriores.'*!>!” Seu efeito protetor deve-se a
formagdo de precipitados na superficie dentéaria, como Ca(SnFs),, SnOHPO,, Sn;F5PO,, que
sdo0 mais resistentes a acidos do que as particulas CaF, induzidas pela aplicagdo de NaF'°, assim
como da incorporagdo de estanho a superficie desmineralizada. Em contrapartida, o efeito da
solucdo de TiF,/NaF parece ser dependente da frequéncia e do tempo de exposigdo, pois em
nosso estudo ndo foi eficaz quando aplicada a 1x30 s por dia, em comparagdo com os melhores
resultados da aplicagdo de 2x60 s por dia sobre o esmalte e dentina especialmente.’* Desse
modo, para se ter uma efetiva deposi¢cdo de 6xido de titdnio, fosfato de titdnio hidratado e
fluoreto de calcio parecem ser necessarios maior frequéncia e tempo de aplica¢do da solugio
de TiF4/NaF, como pode ser visto na andlise de EDX que mostrou pouca deposi¢io de fluoreto

e titanio (em geral <1%) sobre o esmalte e dentina tratados com esta solucao.
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Com relagao ao mecanismo de agdo do TiF,, um estudo recente elucidou a reagdo do
verniz de TiF, com o esmalte. O titanio € capaz de reduzir a desmineralizagdo, uma vez que se
liga ao fosfato da apatita, formando uma camada tipo “glaze ” rica em 6xido de titanio e fosfato
de titanio hidratado que ¢ mais resistente ao 4cido que a camada de CaF,.2° Apesar dos bons
resultados da aplicacdo da solug¢do TiF4 pura (500 ppm F-, pH 2.5) terem sido previamente
demonstrados®*, ndo incluimos essa solu¢do no presente estudo, pois possui um pH muito baixo
(inferior a 3), o que o torna invidvel para a comercializagdo, devido aos possiveis efeitos
colaterais citotoxicos. Especula-se que o efeito poderia ter sido diferente ou até melhor se TiF,

puro tivesse sido combinado com CH ao invés de TiF,/NaF.

Trabalhos anteriores mostraram que o aumento da viscosidade de solucdes fluoretadas
reduziu a erosdo do esmalte em experimento de 5 dias (4x5 min/dia, 0,3% de 4cido citrico)*! e
de 10 dias (6 x 2 min/dia, 0,5% de 4cido citrico)*’. Entretanto, ha poucos estudos
correlacionando o aumento de viscosidade de solu¢des com a prevencao da erosdo em dentina.
Beltrame et al.’! (2018) observaram que amostras tratadas (6 vezes ao dia por 2 min) com
solucdes de quitosana fosforilada 0,5%, alcalina ou neutra apresentaram reducdo da perda de
dentina em 33%, enquanto a quitosana tradicional 0,5% (75-85% de desacetilagdo) apresentou
uma taxa de prevencao de 18%, em um experimento de 5 dias (6 x 2 min, 0,5% de acido citrico),
sendo todas solugdes superiores ao controle negativo (solugéo salina tamponada com fosfato);
no entanto, a solugdo SnCl,/AmF/NaF ainda apresentou a melhor taxa de reducdo da erosdo

(67%).

Neste sentido, o uso da quitosana em associa¢do com fluoreto e estanho tem sido cada
vez mais investigado, com efeito promissor no controle do desgaste erosivo para o esmalte**>,
no entanto, menos significativo para dentina.’® A hipdtese é que a quitosana aumentaria a

retencdo dos sais de estanho e do fluoreto sobre a estrutura dentéaria desmineralizada.?

A quitosana ¢ um polimero natural derivado da desacetilagdo da quitina. A unidade
unica possui um grupo amino que fornece ao polimero um forte potencial zeta positivo e,
portanto, a quitosana pode facilmente se adsorver no esmalte, que tem um forte potencial zeta
negativo.®*** A dentina, por sua vez, tem um potencial zeta negativo menor que o esmalte € a
interacdo com a quitosana pode ser reduzida por consequéncia. A quitosana na forma
fosforilada, se torna mais eletronegativa, diminuindo o potencial zeta positivo, o que permite
uma maior interagdo com as fibrilas de colageno (cargas positivas), favorecendo a

remineralizacdo.® Beltrame et al.>! (2018) mostraram que as amostras de dentina tratadas com
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quitosana fosforilada apresentaram uma integridade da rede de fibrilas de colageno,
principalmente em pH alcalino ou neutro, criando a hipdtese de que a camada de quitosana
criada sobre a superficie da dentina poderia inibir a ativa¢do das metaloproteinases (MMPs)
diminuindo assim a degradacdo do colageno. Sabe-se que a manutencdo da integridade das
fibrilas de colageno pode fornecer uma maior resisténcia a desmineralizagdo e favorecer a

remineralizagio.”

As solugdes contendo fluoreto apresentaram viscosidade semelhante a da 4gua; no
entanto, quando a quitosana (CH 500 e 2000 mPas) foi adicionada, a viscosidade das solugdes
de TiF,/NaF aumentou 27 e 125 x, respectivamente, em comparacao com a solu¢do de TiF,/NaF
sem quitosana. A inclusdo da quitosana com o consequente aumento da viscosidade parece
aumentar o efeito protetor das solu¢des de TiF,/NaF para o esmalte (24 a 27% de protec¢do), no

entanto, 0 mesmo ndo foi visto para a dentina (5% de prote¢ao).

Como demonstrado nas imagens do MEV, as solu¢des de tratamento induziram
precipitados sobre a superficie do esmalte, porém a camada mais homogénea foi vista com a
aplicagdo da solugdo comercial, o que estd condizente com os resultados do perfil do esmalte
mostrando um menor valor de desgaste para este grupo. Ja na dentina, a solu¢do comercial
induziu precipitacdo na dentina intertubular, enquanto a CH500 obliterou tubulos, sendo que
ambos mecanismos podem ter sido responsaveis pela reducao da perda de dentina. Ja os outros
grupos apresentaram imagens intermediarias. Obviamente, a andlise por MEV ¢ subjetiva e
demonstra apenas a morfologia de poucas amostras. Para complementar, realizamos a analise
por EDX que tornou evidente pelos resultados o importante papel do Sn*" sobre a superficie
dentaria em relagdo ao efeito protetor da solucdo comercial. No entanto, ambos métodos
falharam em explicar com detalhes os diferentes resultados obtidos e mecanismos de acao,

sendo necessarios estudos adicionais para comprovagdo dos resultados.

Apenas para o esmalte, a associagdo de TiF4/NaF e quitosana foi interessante, o que
pode ser devido muito mais a acao da quitosana que a do fluoreto, uma vez que foram detectados
baixos niveis de Ti e F sobre o esmalte, refor¢ando o uso de métodos adicionais para visualizar
e quantificar a quitosana presente na estrutura dentaria. As solugdes experimentais TiF4/NaF +
CH reduziram a perda de esmalte em cerca de 26% em comparagdo com o controle negativo.
Apesar de estatisticamente significativo, esse efeito pode ndo ser reconhecido clinicamente,
reforcando a necessidade de estudos adicionais. Por outro lado, apesar de maiores quantidades

de F e Ti terem sido vistas na dentina, o melhor efeito foi encontrado para CH 500 pura,
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reforcando mais uma vez o potencial protetor deste carboidrato, que deve ser explorado no
futuro. Fato ¢ que o aumento da viscosidade nao melhorou o efeito da CH, pelo contrario, o que
provavelmente se deve a uma exagerada viscosidade que poderia ter reduzido a superficie de

contato com a estrutura dentaria, o que deve ser melhor investigado.

Nossos resultados ndo podem ser comparados diretamente a literatura, pela escassez de

estudos com solucdo, sendo mais prevalente estudos com dentifricios. Pini et al.?? (2016)

mostraram que a solugdo de fltior (800 ppm Sn2" e 500 ppm F7) contendo CH 2000 mPas (80%

de desacetilacdo) teve um efeito significativo na reducdo da perda de esmalte em relagdo ao

controle positivo (Elmex®), enquanto as solugdes contendo CH 50, 500 e 1000 mPas ndo
diferiram do controle positivo. Nosso estudo mostrou beneficio da associagdo do TiF,/NaF e

quitosana no esmalte, porém em desacordo com Pini et al.* (2016), ndo foi possivel verificar
diferencas entre 500 e 2000 mPas, o que pode ser devido ao grau de desacetilagcdo da quitosana
testada. Apesar da diferenga de desacetilagdo entre ambos os estudos ter sido de apenas 5%, o
alto grau de desacetilagdo est4 relacionado ao grande potencial zeta positivo’®, o que poderia
favorecer a interacdo do quitosana com o esmalte, que tem um potencial zeta negativo.’* No
entanto, ndo apenas o grau de desacetilagdo ¢ importante neste contexto, mas também a
distribuicdo dos grupos de acetila na molécula® e o valor do pH.”® Outra razdo para essa
diferenca pode estar relacionada a metodologia, em que Pini et al.?? (2016) realizaram desafios
erosivos mais agressivos e maior frequéncia e duragdo dos tratamentos com o0s

fluoretos/quitosana. Espera-se que as solucdes fluoretadas contendo ions metalicos

polivalentes, como Ti* e Sn2™

, tenham um efeito protetor cumulativo em compara¢ao com as
solugdes convencionais de F, isto €, apds varias aplicagdes e desafios erosivos, o efeito protetor
tende a ser reforcado. Essa prote¢do provavelmente ¢ melhorada pela agdo da quitosana, que

também pode formar multiplas camadas apos varias aplicagdes.

Quando se avalia a agdo da quitosana em dentifricios, observam-se seus efeitos contra o
desgaste erosivo tanto para esmalte’' quanto para dentina’?, sugerindo que a quitosana por si s6

jé apresenta efeito protetor quando a erosdo dentaria ¢ associada a abrasdo. Aykut-Yetkiner et

al.”? (2014) mostraram que o dentifricio comercial Chitodent®, cuja a formulagdo contém 0,5%
de quitosana e auséncia de sais fluoretados, apresentou uma taxa de prevencao contra o desgaste

dentinario por erosdo e abrasdo de 60% quando comparado ao grupo sem tratamento apos 6

dias de experimento. O dentifricio Elmex® Erosion (NaF/AmF/SnCl, + quitosana) teve uma
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taxa de prevengdo de 66%, mas nio diferiu do Chitodent® neste estudo. Apesar do bom efeito
do dentifricio contendo apenas quitosana, todos os dentifricios testados foram eficazes em
reduzir a erosdo dentindria, mas nenhum foi superior ao dentifricio convencional contendo
AmF. Apesar de ndo se poder comparar resultados obtidos com solucdo e dentifricio, uma vez que o
ultimo tem uma férmula complexa e ¢ aplicado durante a escovagdo, acreditamos ser interessante
fazer a associacio de AmF/NaF/SnCl, e quitosana em solugdo como ja foi realizado com

dentifricio em futuros estudos.

Por fim, esses resultados devem ser confirmados em modelos in sifu, nos quais a saliva
pode desempenhar um papel importante no efeito das solugdes testadas, ja que a camada
produzida pelo quitosana é mais forte na presenga de proteinas salivares, como a mucina.”
Fatores como os tipos de fluoreto e graus de viscosidade devem ser mais estudados. Quanto a
dentina, sugerimos que mais experimentos devam ser feitos para comprovacao destes resultados
e, se for o caso, investir em analises quimicas da por¢do organica da camada superficial da
dentina (proteoma da dentina, analise da atividade de enzimas dentindrias, por exemplo), para

averiguacdo de um eventual mecanismo de acdo da quitosana sozinha sobre este tecido.
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7 CONCLUSAO

Como conclusdo do presente estudo, a adi¢do de quitosana a solug¢do contendo TiF4/NaF
melhorou seu efeito protetor contra o desgaste erosivo em comparagao com o controle negativo
somente para o esmalte. A solugdo TiF,/NaF + CH (2000 mPas) teve efeito compativel ao
controle positivo (Elmex™) sobre a protecdo contra perda de esmalte neste modelo experimental.

Quanto a dentina, apenas a solu¢ao contendo CH 500 mPas teve efeito protetor contra o desgaste

de forma compativel ao controle comercial positivo (Elmex®) neste modelo de estudo.

Portanto, as solucdes testadas tiveram comportamento diferente sobre os tecidos dentarios.
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