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RESUMO

Yamakami SY. Efeito de diferentes tratamentos na interceptacao da erosao
dentinaria. 2019. p.111. Tese de Doutorado — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo.

O processo erosivo leva a perda mineral da estrutura dentaria, e uma vez que este
tecido é comprometido, o dano ao dente pode tornar-se irreversivel. Objetivo: Avaliar o
efeito de diferentes tratamentos para interceptar o processo de erosdo dentinaria.
Materiais e métodos: Foram obtidos 400 fragmentos de dentina radicular (4x3x2mm) a
partir de incisivos bovinos higidos. Metade de cada fragmento foi exposta aos
tratamentos/desafios erosivos (acido cloridrico na forma liquida e gasosa). Esta etapa
do estudo foi fatorial (4x2), tendo como fatores de estudo o tratamento superficial em 4
niveis: auséncia de tratamento (G1); quitosana (G2); hidrogel experimental (G3) e
verniz fluoretado (G4) e a abrasédo em 2 niveis: com e sem abrasao (escovas Oral-B,
10s/200gf). O fator erosédo foi realizado com acido cloridrico na forma liquido (pH1,2,
6x/dia/20s) e gasosa (pH1,2, 6x/dia/20) durante 6 dias. As analises utilizadas foram:
degrau (um), perfil de desgaste (Rv), perda de volume (um?3), rugosidade (Sa) e
contagem de tubulos por meio da microscopia confocal a laser 3D, intensidade e
profundidade da mineralizagdo dentinaria por meio da tomografia de coeréncia 6ptica e
alteragcbes quimicas por meio da microscopia micro Raman. Os dados obtidos foram
submetidos aos testes ANOVA e Tukey’s test (p<0,05). Resultados: Observou-se que
para o fator tratamento, o grupo controle foi semelhante ao grupo quitosana e
estatisticamente diferente do grupo experimental (p<0,05). Para o fator abraséo,
observou-se que o0s subgrupos apresentaram maior desgaste quando associado a
abrasdo do que sem a abrasdo (p<0,05). A rugosidade da superficie ndo foi afetada
pelos diferentes tratamentos (p>0,005). Os tubulos dentinarios foram eficazmente
obliterados pelo grupo experimental que também apresentou maior mineralizagédo
superficial da dentina radicular. Conclusao: O processo erosivo com acido cloridrico
(HCI) liquido teve um efeito mais intenso do que o processo com HCI gasoso. A

abrasao promoveu alteragdes estruturais mais evidentes no substrato dentinario. O



grupo experimental e o verniz de TiF4 foram capazes de interceptar o processo erosivo,

contudo, ndo conseguiu paralisa-lo.

Palavras-chave: 1. Dentina. 2. Eros&o. 3. Abrasdo. 4. Desgaste. 5. Quitosana. 6. Fluor.
7. Microscopia Confocal. 8. Anélise Espectral Raman. 9. Tomografia Optica.



Abstract

Yamakami SY. Effect of different treatments on the dental erosion interception
2019. p.111. PhD Thesis — Ribeirdo Preto Dental School, Sdo Paulo University.

The erosive process leads to mineral loss of tooth structure, and once this tissue is
compromised, the damage to the tooth may become irreversible. Objective: To analyze
the effect of different treatments to intercept the dental erosion process. Materials and
methods: 400 root dentin fragments (4x3x2mm) were used from sound bovine incisors.
Half of each fragment was exposed to erosive controls/challenges (hydrochloric acid in
liquid and gaseous form). This phase of the study was factorial (4x2), having as study
factors the superficial treatment in 4 levels: absence of treatment (G1); chitosan (G2);
experimental hydrogel (G3) and fluoride varnish (G4) and 2-level abrasion: with and
without abrasion (Oral-B brushes, 10s / 200gf). The erosion factor was performed with
hydrochloric acid in liquid (pH 1.2, 6x/day/20s) and gaseous form (pH 1.2, 6x/day/20) for
6 days. The statistical analysis were step (um), wear profile (Rv), volume loss (um3),
roughness (Sa) and tubule count by 3D laser confocal microscopy, intensity and depth
of dental mineralization by optical coherence tomography and chemical changes by
micro Raman microscopy. Data were submitted to ANOVA and Tukey test (p <0.05).
Results: For the treatment factor, the control group was similar to the chitosan group
and was statistically different from the experimental group (p <0.05). For the abrasion
factor, it was observed that the subgroups presented greater wear when associated with
abrasion than without abrasion (p <0.05). (p <0.05). Surface roughness was not affected
by different treatments (p> 0.005). The dentinal tubules were effectively obliterated by
the experimental group that also presented higher superficial mineralization of the root
dentin. Conclusion: The erosive process with liquid hydrochloric acid (HCI) had a more
intense effect than the process with gaseous HCI. Abrasion promotes more evident
changes in the dentin substrate. The experimental group and TiF4 varnish were able to

intercept the erosive process, however, they could not paralyze it.



Keywords: 1. Dentin. 2. Erosion. 3. Abrasion. 4. Wear. 5. Chitosan. 6. Fluorine. 7.

Confocal Microscopy. 8. Raman Spectral Analysis. 9. Optical tomography.
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1. Introducao

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) é definida como sendo uma
condigdo patoldgica proveniente do fluxo retrégrado do conteudo gastrico para o
es6fago, orofaringe e/ou trato respiratério que produz um conjunto de sintomas e/ou
complicagbes prejudiciais a qualidade de vida do individuo (Savarino et al., 2018). E
uma patologia relativamente comum, cuja prevaléncia na América do Sul € em torno
de 23% (El-Serag et al., 2014) e no Brasil cerca de 11% da populagéo apresenta-se
com sintomas compativeis com o refluxo gastroesofagico (Moraes-Filho et al., 2005).

Diferentemente da DRGE, o refluxo gastroesofagico (RGE) é uma condig&o
fisiolégica que ocorre normalmente em pacientes saudaveis no periodo pos-prandial
(apds as refeigbes), durante uma hora por dia (Fenoglio-Preiser et al., 1999;
Gonzalez et al., 2019). Esta ocorréncia pode ser diagnosticada quando o pH
esofagico liberado é menor do que 4,0 e perdura ao menos 30 segundos (Orr, 2005).
Regularmente, este conteudo acido €& removido por meio dos movimentos
peristalticos associados a saliva, neutralizando-o entre 1-2 minutos (Orr, 2003). A
saliva além de auxiliar no efeito neutralizador do acido, também atua na lubrificagao
do esdfago protegendo-o contra os danos mecanicos relacionados a passagem do
bolo alimentar (Fenoglio-Preiser et al., 1999; Gyawali et al., 2018).

Além deste mecanismo de protegcdo, o préprio organismo possui uma
barreira antirrefluxo que se localiza na jungdo gastroesofagica. Essa jungao
funcional possui caracteristicas anatébmicas (forma obliqua ligada a curva do
diafragma) que auxiliam no papel protetor contra o refluxo do acido. Outro aspecto
importante esta associado ao alto gradiente de press&o (10-30 mm Hg) mantido pela
contragao ténica dos musculos circulares do esfincter esofagico inferior que sob
contragao, isola o estbmago do eséfago. A depuragao intraluminal do es6fago acaba
sendo auxiliada pela forca da gravidade, pelo peristaltismo fisiolégico do conteudo
esofagico para o estbmago e também pelos bicarbonatos presentes na saliva (Fox et
al., 2004; Herbella et al., 2010).

Quando a RGE comega a produzir disfungdo gastrica ou a provocar danos a
mucosa, esta condicdo passa a progredir para uma desordem clinica também

conhecida como DRGE. As manifestagdes sintomatologicas desta sindrome, podem
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ser classificadas como esofagicas ou extra esofagicas. Os sintomas esofagicos sé&o
a pirose, que esta associada a estimulagcdo e ativagdo dos quimiorreceptores
presentes na mucosa do esdfago distal (Yates et al., 2015) e/ou regurgitacdo que
refletem a ocorréncia de um transtorno na barreira antirrefluxo da jungado
gastroesofagica. Ja os sintomas extra esofagicos podem ser tosse seca cronica,
laringite, asma e eros&o dentaria (Vakil et al., 2006; Patcharatrakul et al., 2014;
Tatarian et al., 2016).

O processo de erosao dentaria é definido como sendo a perda do tecido
dentario causado por meio do contato com substancias quimicas ou processos
eletroliticos de origem nao bacteriologica (Schlueter et al., 2019). O acido que atua
no processo erosivo dentario de pacientes portadores de DRGE é de origem
intrinseca oriundo de acidos endogenos, como por exemplo, o acido cloridrico. Este
acido é um dos principais componentes do suco gastrico e pode apresentar-se na
forma liquida e/ou gasosa (Wang et al., 2010, Faraoni et al., 2018). O acido
cloridrico na sua forma liquida dificilmente chega a cavidade bucal dos pacientes,
pois na maioria dos casos este material refluido acaba ficando retido na regido do
es6fago (Woodland et al., 2010). Em contrapartida, o acido cloridrico na sua forma
gasosa tem sido o material mais frequentemente encontrado durante os episédios
de refluxo e provavelmente seja o principal responsavel pela erosado dentaria (Sifrim
et al., 1999; Higo et al., 2009; Faraoni et al., 2018). Quando os acidos erosivos
atingem a superficie do esmalte, seu conteudo mineral comega a se dissolver,
causando a perda de estrutura dentaria. A medida que o processo erosivo progride,
o0 esmalte € completamente removido e a dentina descoberta € exposta na cavidade
bucal (da Silva et al., 2019).

A dentina apresenta em sua constituicdo, componentes minerais
(inorgénicos) formados por cristais substituiveis de hidroxiapatita. Estes cristais séo
pobres em calcio, fosfato e sodio e ricos em magnésio e carbonato. Além de serem
encontrados sobre e entre as fibrilas colagenas, os cristais de hidroxiapatita
presentes na dentina apresentam-se em menores tamanhos, proporcionando desta
forma, uma maior area de superficie. Por isso os cristais da dentina sdo mais

suscetiveis ao ataque acido (Hicks et al., 1985). Desta forma, qualquer substéancia
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acida com um pH abaixo do valor critico para dentina (6,0-6,5) pode ser capaz de
dissolver os cristais de hidroxiapatita (Wefel, 1994; Grippo et al., 2004).

Apesar do mecanismo exato do processo de erosao sobre a superficie da
dentina radicular ainda ndo ser completamente elucidado (Hannas et al., 2016),
sabe-se que a exposi¢ao da dentina ao acido leva primeiramente a um processo de
desmineralizagao na regido entre a dentina peritubular e intertubular. Em defluéncia,
o acido continua permeando a dentina peritubular e dissolvendo-a até levar ao
alargamento dos tubulos dentinarios. A camada superficial que se forma apds o
desgaste erosivo da estrutura dentinaria tem como constituicdo uma matriz de
colageno desmineralizada que apresenta grande resisténcia mecanica (Ganss et al.,
2009), além de limitar a difusdo ibnica de substancias para dentro e fora da
superficie desmineralizada (Klont et al.,1991; Kato et al., 2014). E por isso que a
preservacdo desta camada tem sido considerada importante para a reducdo da
progressao da erosao dentinaria (Buzalaf et al., 2015).

No entanto, uma vez que se inicia o processo de desmineralizagao a matriz
organica comecga a apresentar degradagdo quimica por meio da acgdo das
metaloproteinases da matriz (MMPs) que estdo presentes na propria dentina ou na
saliva (Tjaderhane et al.,, 1998). Estas enzimas proteoliticas zinco dependentes
degradam quase todas as proteinas da matriz extracelular, isto significa que os
diferentes tipos de colageno em sua forma ativa ou desnaturada est&o incluidos no
mecanismo de degradac&o quimica (Buzalaf et al., 2012). Este processo s6 pode ser
desencadeado quando as MMPs, secretadas inicialmente como precursores inativos
(pro-forma), sé&o ativas pelo baixo pH oral (aproximadamente 4,5). Contudo, sob
condigdes normais as MMPs salivares (-2, -8, -9) ativadas n&o conseguem degradar
a matriz organica da dentina por causa do efeito tampao que a saliva exerce sobre 0
pH acido, ou seja, a saliva acaba neutralizando logo em seguida o ambiente bucal e
por isso nao ocorre a degradagado enzimatica (Buzalaf et al., 2012). Contudo o
processo erosivo € dinamico, e cada vez que as fibrilas de colageno s&o expostas,
as MMPs ativadas degradam a matriz organica desmineralizada, e mesmo que o pH
retorne a sua neutralidade, parte da estrutura dentinaria foi perdida neste processo
(Buzalaf et al., 2012).
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E um processo continuo e pode tornar-se irreversivel, desta forma pesquisas
tém sido realizadas sobre os agentes inibidores das MMPs para diminuir a perda de
colageno e consequentemente, da erosédo dentaria. Dentre os tipos de inibidores,
tem-se a clorexidina, polifendis do cha verde especialmente o galato de
epigalocatequina (EGCG), solugdes ou géis de FeSO4 (Kato et al., 2010). O EGCG é
um polifenol extraido do cha verde que possui forte atividade inibitoria contra as
MMP-2 (gelatinase-A), MMP-8 (colagenase-2) e MMP-9 (gelatinase-B) (Demeule et
al., 2000; Bae et al., 2008). O mecanismo proposto para descrever 0 processo
inibitério das MMPs esta relacionado a capacidade do EGCG de se ligar as
colagenases por meio de pontes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas. Esta
ligacdo enzimatica pode provocar certa alteragdo conformacional ou até mesmo
ocultar o sitio catalitico (Madhan et al., 2007) inibindo desta forma a sua ativacgéo.

Por ser um produto natural e sem efeitos colaterais, o EGCG tem sido
testado sobre a erosdo dentaria em diferentes estados fisicos e agregacgdes
moleculares para compreender seu mecanismo frente ao papel inibidor das MMPs.
Na forma liquida de extrato de cha verde, estudos envolvendo o EGCG como
bochechos (Magalhdes et al., 2009b; Kato et al., 2009; Barbosa et al., 2011,
Mirkarimi et al., 2012; De Moraes et al., 2016; Wang et al., 2018; Fialho et al., 2019)
concluiram que este polifenol reduziu significativamente a desmineralizagdo dentaria
causada por erosdo quimica. Estes resultados promissores levaram as novas
pesquisas a testarem o EGCG na forma de gel (Kato et al., 2010; Kato et al., 2012;
Pini et al., 2019) visando aumentar o tempo de contato deste polifenol com a
dentina, melhorar sua substantividade e principalmente, facilitar o tratamento clinico
dos pacientes, pois ndo haveria necessidade de aplicar o produto varias vezes ao
dia, como no caso das solugbes com extrato de cha verde. Os resultados com
EGCG em gel, também se apresentaram eficazes na reducédo da erosao dentaria.
Um estudo (Hannas et al., 2016) propds utilizar este polifenol e testa-lo na forma de
dentifricio para analisar seu efeito na redu¢cdo da desmineralizacdo dentaria. Este
estudo mostrou resultados semelhantes no que diz respeito ao efeito protetor do
EGCG na erosao dentaria.

Alguns biopolimeros, como a quitosana, também tem sido investigado nao

s6 pela vasta aplicabilidade dentro da Odontologia, mas também por estarem
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associados a reducao da erosao. A quitosana é um polissacarideo proveniente da
desacetilacdo da quitina que é obtida essencialmente de exoesqueletos de
artrépodes. Por ser uma macromolécula ndo toxica, sua estrutura quimica unica
apresenta-se em forma de um polication linear com alta densidade de carga e de
grupos reativos, além de inumeras ligagbes de hidrogénio que l|he conferem
excelente propriedade de biocompatibilidade (Kumar, 2000). Dentre as suas
propriedades bioldgicas, algumas se destacam mais por apresentarem maior
relevancia clinica dentro da pratica odontologica, tais como: a capacidade
antioxidante (Sun et al., 2007), antimicrobiana (Elsaka et al., 2012; Matica et al.,
2017; Garcia-Godoy et al., 2018), inibicdo da formacgdo de biofiimes (Choi et al.,
2019; dos Santos et al., 2019; Khan et al., 2019; Junge et al., 2020), cicatrizante
(Minagawa et al., 2007; Choi et al., 2019; Fang et al., 2019) e anti-inflamatéria (Kim
et al., 2006; Martin et al., 2019).

Além destas inumeras propriedades, este biopolimero pode ser carregado
positivamente em baixo pH (Claesson et al., 1992) e esta caracteristica Ihe confere a
capacidade de formar uma camada aderida a dentina que pode protegé-la contra os
ataques acidos (Ganss et al., 2011). Esta camada é formada porque a quitosana
possui um forte potencial zeta positivo que facilmente adsorve as superficies com
um forte potencial zeta negativo como a estrutura dentaria (Weerkamp et al., 1988).
Seu efeito protetor pode ser ainda mais consistente in vivo porque a quitosana pode
se aderir a pelicula adquirida (van der Mei et al., 2007; Sieber et al., 2019) e ainda
formar multiplas camadas na presenga de mucina (Svensson et al., 2006; Sieber et
al., 2019). Por causa destas caracteristicas, a quitosana tem sido adicionada a
varios agentes anti-erosivos com o intuito de aprimorar os materiais odontolégicos
para que se tornem mais eficazes no tratamento da erosdo dentaria. Um dos
veiculos utilizados € o dentifricio com ou sem o fluor (agente ativo) (Ganss et al.,
2011) e/ou com ou sem estanho (Ganss et al., 2012; Schlueter et al., 2014; Lussi et
al., 2015; Pini et al., 2019). A adi¢cado de quitosana nestes veiculos demonstrou ser
tdo eficaz ou até melhor do que qualquer outro dentifricio fluoretado (controle) na
reducdo da perda erosiva.

Outra opg¢ao promissora para a prevencao da desmineralizagdo é a
utilizagao fosfoproteinas derivadas do leite, como a caseina, que apresenta funcao
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semelhante as proteinas responsaveis pela biomineralizagdo dentaria (Kucuk et al.,
2016; Bajaj et al., 2016). Sob condi¢des acidas do ambiente bucal, o fosfopeptideo
de caseina expressa uma sequéncia especifica que aumenta consideravelmente a
solubilidade do fosfato de calcio, responsavel por liberar ions calcio e fosfato
(Cochrane, 2010; Chandak et al., 2016; Ebrahimi et al., 2017). O grande reservatorio
de calcio dentro da placa atrasa a difusao de ions livres de calcio e fornece uma
fonte de calcio para remineralizagdo, além de restringir a perda de minerais durante
um episodio acidogénicos (Chandak et al., 2016; Ebrahimi et al., 2017; Zhao et al.,
2017). A incorporagdo de peptideos de caseina na placa e saliva aumenta o
conteudo de calcio e fosfato no esmalte, diminuindo sua desmineralizagdo e
melhorando o processo dindmico de remineralizacdo quando submetido a desafios
erosivos na superficie dentaria (Philip, 2019).

Apesar de ter obtido resultados promissores utilizando estes compostos,
sabe-se que os produtos fluoretados ainda sdo os mais utilizados e frequentemente
recomendados dentro da pratica clinica. Por isso, existem diversas pesquisas
desenvolvendo compostos fluoretados modificados para que possam apresentar
propriedades superiores na pratica clinica (Buyukyilmaz et al., 1997). Um exemplo
deste composto € o verniz de tetrafluoreto de titdnio (TiFs) que vem despertado
grande interesse entre os pesquisadores, ndo sO por apresentar na sua composi¢cao
o fluor que atua no processo de remineralizagcdo dentaria (Exterkate et al., 2007),
mas também por possuir baixa solubilidade frente a um pH bucal acido (Hals et al.,
1981). Além disso, apresenta um pH neutro e € um composto fisiologicamente inerte
de grande estabilidade (Nobrega et al., 2008).

Uma vez que o TiF4 € aplicado na estrutura dentaria, a reagao deste
composto com o oxigénio, presente no meio, provoca a liberagédo de alguns produtos
secundarios como o dioxido de titanio. Consequentemente, o dioxido de titanio
acaba se precipitando na forma de uma pelicula branca acido resistente que se
mantém adsorvida a superficie do elemento dentario (Buyukyilmaz et al., 1997).
Mesmo em valores muito baixos de pH (1-2), o TiF4 tem sua reatividade aumentada
o que favorece a formagao de ligagbes quimicas do titdnio e oxigénio com o grupo
fosfato da estrutura dentaria na formagao da pelicula de didxido de titanio (Yu et al.,
2012). Este verniz foi testado em alguns estudos (Magalhaes et al., 2010; Levy et
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al., 2014; Comar et al., 2015) e resultados positivos foram encontrados em relagao a
perda de mineral, ou seja, o TiF4 possui grande capacidade de inibicdo da
desmineralizagcdo dentaria, podendo ser utilizado em pacientes com eroséo dentaria.

Desta forma, observa-se que atualmente existem diversos protocolos para o
tratamento a erosdo dentinaria, tais como o uso de fluoretos, produtos a base de
fosfato de calcio, clorexidina entre outros, contudo ainda ndo ha nenhum material
capaz de paralisar e/ou prevenir o processo erosivo. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos para interceptar o processo de

erosao dentinaria.
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2. PROPOSIGAO

O presente trabalho teve por objetivo, avaliar o efeito de diferentes
tratamentos sobre a dentina erodida para interceptacao das consequéncias do
processo erosivo promovido por acido cloridrico na forma liquida e gasosa,
associado ou nao a abrasao. A analise foi realizada por meio da Microscopia
Confocal a Laser 3D, Tomografia de Coeréncia Optica e Espectroscopia Micro
Raman.
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3. MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Este estudo foi fatorial 4 X 2, tendo como fatores analisados o
Tratamento Superficial em quatro niveis: auséncia de tratamento (G1);
tratamento com gel de quitosana (G2); tratamento com hidrogel experimental
(G3) e tratamento com verniz de TiF4 (G4) e Abrasdo em dois niveis: com e sem
abrasdo. O fator eros&o realizado com acido HCI na forma liquida e gasosa foi
analisado individualmente em cada grupo.

As unidades experimentais utilizadas foram 400 fragmentos de
dentina radicular obtidas de incisivos bovinos, divididos aleatoriamente em 4
grupos experimentais (n=60) de acordo com o tipo de tratamento, e subdivididos
em 2 subgrupos (n=30) de acordo com o tipo de abrasao (com ou sem abras&o).
Em cada grupo, metade dos espécimes foram submetidos ao processo erosivo
com HCI liquido (n=15) e a outra metade ao processo erosivo com HCI gasoso
(n=15).

O estudo foi realizado de acordo com o delineamento em blocos
completos casualizados. As variaveis de resposta quantitativa foram o perfil de
desgaste, degrau, perda de volume, rugosidade de superficie, contagem do
numero/area/perimetro dos tubulos dentinarios por meio da microscopia confocal
a laser 3D e a intensidade do brilho adimensional e profundidade da
remineralizagdo pela tomografia de coeréncia Ooptica (n=5). As alteragdes
quimicas da superficie da dentina foram avaliadas qualitativamente por
espectroscopia Micro Raman (n=5) (Figura 1).

Seleg¢do da Amostra

Para obtencdo dos espécimes (Figura 2), foram selecionados
incisivos bovinos integros armazenados, previamente, em solugdo de formol a
2% com pH 7,0. Os dentes com presenca de trincas, manchas hipoplasicas ou
acentuado desgaste foram descartados. ApOs a limpeza adequada dos
especimes, o0s incisivos bovinos foram fixados com cera escultura (Asfer

Industria Quimica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) em uma placa de acrilico para serem
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levados posteriormente a uma maquina de corte de precisdo (Isomet 1000,

Buehler, Lake Bluff, USA) para separar a coroa da raiz com um disco
diamantado (Buehler®, Diamond Wafering Blade, Serie 15HC Diamond, Arbon

Size Y2 - 12,7cm, 10cm x 0,3mm) refrigerado por agua. A secc¢ao foi realizada na

juncdo amelocementaria para obter fragmentos de dentina radicular com

dimensdes de 3 x 3 x 2 mm da regido cervical da raiz dos incisivos bovinos.
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Fonte: Delineamento fornecido pelo autor deste trabalho.
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Em seguida, os fragmentos de dentina foram fixados em cilindros

de resina acrilica para a realizagdo da planificacdo e remocdo do cemento

radicular com lixa de oxido de aluminio de granulagdo #600 e #1200 (Norton

Abrasivos Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com o auxilio da politriz Arotec APL-4 (Arotec

S/A Ind. e Comeércio, Sdo Paulo/SP, Brasil). Ao final da planificacdo e remogao

do cemento, os espécimes foram imersos em agua deionizada, sob agdo do

ultrassom (Ultrasonic Cleaner T-1449-D, Odontobras Industria e Comércio,

Ribeirdo Preto — SP, Brasil) por 5 minutos para lavagem e remogao de residuos.
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Figura 2. Esquema da sequéncia preparatoria dos espécimes neste estudo.
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Fonte: Esquema fornecido pelo autor deste trabalho.

Impermeabilizacdo dos Espécimes

Para o processo de impermeabilizagdo dos fragmentos de dentina
radicular utilizou-se a resina composta (Filtek™ Z350, cor A1, 3M ESPE, USA)
sem a aplicagao de sistema adesivo (Figura 3). Neste procedimento foi utilizada
uma matriz confeccionada para padronizar o formato da resina que envolve o
fragmento de dentina em todas as amostras. A polimerizagdo da resina
composta foi efetuada por meio do fotopolimerizador Poly Wireless (Kavo,
Joinville, Santa Catarina, Brasil) com 1100 mW/cm? por 20 segundos (Faraoni et
al., 2018).

A impermeabilizagao foi efetuada com o intuito de proteger todas as
faces do fragmento com resina composta durante o desafio erosivo, exceto uma
parte da face externa (3 mm) que permaneceu sem resina. A parte central desta
face foi coberta com resina composta para ser utilizada posteriormente como

referéncia de dentina higida (1 mm).
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Figura 3. Esquema de preparagao da amostra.

Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.

Erosé&o inicial e Sele¢éo dos Fragmentos

Inicialmente os espécimes foram armazenados individualmente em
5 ml de saliva artificial (Amaechi et al., 1999) por 2 horas a 37 °C, em seguida
estes espécimes foram submersos individualmente em 5 ml de acido cloridrico
(HCI) liquido (pH 1,2; 0,1 Molar) em uma concentragdo de 0,3 % a 37 °C pelo
tempo de 20 segundos, sob agitagdo de 40 rpm em mesa agitadora (Orbital CT-
155, Cientec Equipamentos, Sao Paulo, Brasil). Foram realizadas 3 exposi¢des
em acido cloridrico liquido, e entre cada exposicdo, os espécimes foram
armazenados em saliva artificial a 37 °C pelo periodo de 1 hora (Faraoni et al.,
2018). A quantidade de saliva artificial utilizada foi de 5 ml para cada espécime.

Andlise Inicial

Apoés o ciclo de eroséao inicial, os espécimes foram armazenados
em saliva artificial (Amaechi et al, 1999) a 37 °C por 12 horas para
posteriormente serem realizadas analises morfologicas da superficie em
microscopio confocal a laser 3D (LEXT OLS4000, Olympus, Toquio, Japao).

Para cada espécime foram capturadas duas imagens em uma area central
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padronizada que compde o baseline. Os espécimes que apresentarem trincas,
malformagdes na superficie ou tubulos dentinarios obliterados foram
substituidos.

Apos a selegcdo dos espécimes, estes foram aleatoriamente
divididos em 4 grupos (n=60) de acordo com o tratamento a ser realizado. Para a
tomografia de coeréncia optica (n=5) e Micro Raman (n=5) foram realizadas
leituras apos a aplicagao do tratamento.

Apos a selecao de 240 espécimes, 0os mesmos foram
aleatoriamente divididos entre os diferentes grupos experimentais, conforme

descrito abaixo:
Grupos Experimentais
o G1: grupo controle;
o G2: hidrogel de quitosana;
o G3: hidrogel experimental;
o G4:verniz a base de 4% TiF4.

Subgrupos Experimentais

o A:com abrasao;
o SA: sem abrasao.

Tratamentos Superficiais

Os espécimes foram tratados de acordo com os seus subgrupos da seguinte

maneira:

o Grupo 1: Grupo controle (sem aplicagao de tratamento)

Auséncia de tratamento.

o Grupo 2: Aplicagéo do hidrogel de quitosana
A quitosana 1,5% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) em hidrogel foi aplicada nos

espéecimes experimentais com o auxilio de um microbrush ativamente por 10
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segundos e mantido sobre o espécime em uma fina camada de gel até
completar o periodo de 4 minutos. Em seguida o gel foi cuidadosamente

removido com cotonete.

o Grupo 3: Aplicagdo do hidrogel experimental (sigilo Patente
submetida)
O hidrogel experimental foi aplicado nos espécimes experimentais com o auxilio
de um microbrush ativamente por 10 segundos e mantido sobre o espécime em
uma fina camada de gel até completar o periodo de 4 minutos. Em seguida o gel

foi cuidadosamente removido com cotonete.

o Grupo 4: Aplicacio de verniz de TiF4
Verniz de TiF4 (FGM/Dentscare, Brasil): Os espécimes experimentais receberam
a aplicacdo de uma camada de aproximadamente 2 mm de verniz com o auxilio
de um microbrush. Apds o tempo de secagem de 1 minuto, os espécimes foram
imersos em saliva artificial por 6 horas. O verniz foi cuidadosamente removido

antes da sua mensuracao pela microscopia confocal a laser 3D.

No final destes tratamentos, todas as amostras foram mantidas em
saliva artificial a 37 °C. A seguir, as amostras de todos os grupos foram divididas
em dois subgrupos de acordo com a presenga de abrasdo (com ou sem) e
subdivididos de acordo com o tipo de desafio erosivo.

Desafios Erosivos

Os espécimes foram individualmente armazenados em 5 ml de
saliva artificial a 37 °C por 2 horas e depois cada grupo foi exposto aos desafios
erosivos (HCI na forma liquida ou gasosa) associado ou ndo ao fator abrasao
(com ou sem abraséo) (Faraoni et al., 2018).

Ciclo Erosivo

o HCI na forma liquida: Para a erosdo da dentina com acido
cloridrico (HCI) na forma liquida, os espécimes foram individualmente expostos a
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5 ml de solugao de acido cloridrico (pH 1,2; 0,1 Molar; concentragéo de 0,3%) a
37 °C no periodo de 20 segundos sob agitagao de 40 rpom em mesa agitadora
(Orbital CT-155, Cientec Equipamentos, Sao Paulo, Brasil). A exposi¢do ao HCI
foi realizada 6 vezes ao dia, durante 6 dias, sendo trocada a solugdo de HCI
ap6s cada exposicdo ao acido cloridrico. Entre as exposi¢bes ao acido, os
espécimes foram lavados com agua deionizada e individualmente armazenados
em 5 ml de saliva artificial a 37 °C pelo intervalo de 1 hora entre cada
exposi¢ao, e de um dia ao outro ao final de cada ciclo de degradagao (Faraoni et
al., 2018), sendo a saliva artificial trocada diariamente (Figura 3).

Figura 4. Esquema dos desafios erosivos em HCI liquido.
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Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.

o HCI na forma gasosa: Para a erosao da dentina com o
acido cloridrico (HCI) na forma gasosa, os espécimes foram expostos ao gas de
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HCl (pH 1,2) a 37 °C no periodo de 20 segundos em 1 ATM de presséo
atmosférica. A exposi¢cao dos espécimes ao gas de HCI foi realizada por meio de
um dispositivo que controla a temperatura do gas de HCI. Para produzir o gas,
foi aquecido 500 ml de solugdo de HCI com concentracdo de 15,84 % (Derceli,
2014). A solugéo foi aquecida e o pH foi controlado com auxilio de uma fita de
papel indicador pH Acilit® (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemanha). A exposi¢ao foi
realizada 6 vezes ao dia, durante 6 dias, e a solucdo de HCI foi trocada
diariamente para garantir as condi¢cbes ideais do gas. Apds a exposi¢cao ao
acido, os espécimes foram lavados com agua deionizada e armazenados
individualmente em 5 ml de saliva artificial a 37 °C pelo intervalo de 1 hora,
entre cada exposi¢ao, e de um dia a outro ao final de cada ciclo de degradagao
(Faraoni et al., 2018), sendo a saliva trocada diariamente para mimetizar o

ambiente bucal (Figura 4).

Figura 5. Esquema dos desafios erosivos em HCI gasoso.
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Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.
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Eroséo associada a abrasao

Metade dos espécimes foram submetidos ao processo de abrasao,
que foi realizada com escovas dentarias (Oral-B, S&o Paulo, Brasil) de cabeca
pequena e cerdas macias, as quais simularam a técnica rotacional de
escovagao. As escovas foram colocadas em um dispositivo para padronizar a
posicdo e altura da escova em relagdo ao fragmento. Apds posicionar os
espécimes perpendicularmente as cerdas da escova dental, 0,5 ml de gel dental
(Cocoricd, Bitufo, Sdo Paulo, Brasil) (sem fluor e com silica abrasiva) foi
colocado entre cada fragmento e a escova dental (previamente umedecida com
agua deionizada). Durante a escovacgao foi aplicada uma forca de 200 gf com
peso colocado sobre a cabeca da escova. Foram realizadas 2 escovacgdes por
dia, durante 20 segundos, sendo os espécimes escovados a cada 3 exposigdes
ao acido HCIl. Apos a escovagdo, os espécimes foram lavados com agua
deionizada e armazenados individualmente em 5 ml de saliva artificial (Amaechi
et al.,1999) a 37°C pelo intervalo de 1 hora, apds a primeira escovagéo, e de um
dia a outro apds a segunda escovacgao (Faraoni et al., 2018), sendo a saliva
trocada diariamente.

A escovacéo foi realizada entre a 3° e a 4° exposi¢ao ao HCI, com
intervalo de 1 hora entre os desafios e apds a 6° exposicdo ao HCI e 1 hora na
saliva. Para os grupos sem escovagao, o intervalo foi de 2 horas entre a 3°e a 4°
exposicao ao HCl para manter o mesmo tempo de intervalo (Faraoni et al.,
2018). Para realizar as analises, a resina composta colocada sobre a dentina
higida (referéncia) foi removida delicadamente. Em seguida, foi realizada a
limpeza dos espécimes com ultrassom (Ultrasonic Cleaner T — 1449 — D,
Odontobras Industria e Comeércio, Ribeirdo Preto — SP, Brasil) por 5 minutos, e
entdo os espécimes foram lavados com agua deionizada. Os tratamentos foram
repetidos 2 vezes durante todo o processo erosivo, sendo 1 antes da ciclagem
erosiva e outra no inicio do 4° dia de ciclagem (Figura 5).

Andlises Realizadas

Microscopia Confocal a Laser 3D
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ApoOs os desafios erosivos/abrasivos em HCI liquido/gasoso e
tratamentos preventivos, a resina composta isolante foi removida delicadamente
com auxilio de um alicate expondo a area referéncia. O fragmento foi
posicionado sobre a mesa do microscopio confocal a laser 3D (LEXT
OLS4000®, Olympus, Tokyo, Japao) no qual foram capturadas as imagens
através de um laser semicondutor (A = 405 nm) presente no microscépio. As

imagens foram analisadas por meio de software OLS 4000. As areas mais re-

Figura 6. Sequéncia de analises realizadas.
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Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.

presentativas foram gravadas por meio de zoom Optico. Apds a aquisicdo das
imagens, estas foram analisadas quanto ao perfil de desgaste, degrau, perda de
volume, rugosidade de superficie e contagem, perimetro e volume dos tubulos

dentinarios.

o Para a analise do perfil de desgaste foram realizadas leituras
englobando a area higida (referéncia) e a area erodida. O perfil de desgaste foi
determinado pela distdncia em micrometros entre a linha média do grafico e a

linha de desgaste (area erodida).
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o Para a analise da perda de volume foi tragado um plano
baseado na area higida (referéncia) e toda a estrutura perdida abaixo desse
plano foi calculada em um?3. Esta analise determina a quantidade de tecido
mineralizado perdido durante os processos erosivos ou erosivos/abrasivos. Para
manter a mesma proporgéo para todos os espécimes empregou-se a razao do

volume de estrutura perdida (um?3) pela area (um?) de dentina degradada.

Figura 7. Figura representativa da analise do perfil de desgaste (um) realizada.

Area Referéncia: corresponde a dentina sadia protegida por resina composta. Area

Tratada: corresponde a regido da dentina submetida aos ciclos erosivos e aplicagdes

dos tratamentos (107x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.

o Para a analise do degrau, foram realizadas leituras desde a
borda da area higida (referéncia) até o ponto mais baixo da area erodida (altura
pum). Essa mensuragdo determina o degrau formado pelo substrato dentinario

bem como o volume perdido.

o Para a analise de rugosidade, foram realizadas leituras na
area higida (referéncia) e leituras na area erodida (um). Esta analise determina

se os tratamentos promoveram distintos padrdes de texturas na superficie.
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Figura 8. Figura representativa da analise de perda de volume (um?3) realizada.

dos tratamentos (107x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.

o Para as analises de contagem, perimetro e volume dos
tubulos dentinarios, realizou-se a captagdo das imagens com objetiva de 100x
em uma regido padronizada na dentina inicialmente erodida e apds a aplicagao
do tratamento. Estas analises determinaram a morfologia da superficie
dentinaria, se os tratamentos promoveram o fechamento de tubulos ou

diminui¢cdo do perimetro e volume dos tubulos dentinarios.

Figura 9. Figura representativa da analise de degrau (um) realizada.

Area Referéncia: corresponde a dentina sadia protegida por resina composta.
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Area Tratada: corresponde a regido da dentina submetida aos ciclos erosivos e

aplicagdesdos tratamentos (107x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.

Figura 10. Figura representativa da analise de rugosidade (Sa) realizada.

Area Tratada: Andlise de rugosidade da superficie da dentina submetida aos ciclos

erosivos e aplicagdes de tratamentos. Fonte: foto fornecida pelo autor.

Figura 11. Figura representativa da analise de rugosidade (Sa) realizada.

e Il I ey ™

" u‘
"o,

Go e
O. .....

0.0 .D l.

M [

0 0y

0| (L
§ '.

'"-.u t’
0y 0’ o "

Area Tratada: Mensuragdo do numero, perimetro e volume dos tubulos dentinarios
adquiridos pelo Software Olympus LEXT OLS4000® para analise superficial em

Microscopia Confocal a Laser 3D (2132x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.
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Tomografia de coeréncia optica (OCT)

Foram realizadas analises em 5 espécimes de cada grupo (n=5). A
medicdo da profundidade e area de remineralizacdo apds o0 processo
erosivo/abrasivo, bem como o coeficiente de atenuacdo O6ptica, foi realizado
utilizando um sistema de tomografia de coeréncia 6ptica (OCT - OCP930SR,
Thorlabs Inc., Newton, NJ, EUA), com 2 mW de poténcia éptica, comprimento de
onda central de 930 nm, largura de banda espectral de 100 nm, resolugéo axial
de 4,0 um e lateral de 6,0 um.

O posicionamento de cada linha de varredura foi padronizado e
mantido durante todos os experimentos. As imagens tomograficas obtidas (B-
scan) foram analisadas pelo software Imaged (Instituto Nacional de Saude,
Bethesda, MD, EUA), que permite definir uma regido de interesse, bem como a
area e a profundidade das lesdes. A média do coeficiente de atenuacao 6ptica
de cada B-scan foi analisada usando um algoritmo desenvolvido em LabView 8
(National Instruments, Austin, TX, EUA), no qual foi utilizada uma equagéao
semelhante a lei de Beer-Lambert para calcular o coeficiente de atenuacao
optica. a intensidade da luz retrodifundida em funcdo da profundidade da
amostra (Cara et al., 2014).

Figura 12. Figura representativa na analise de intensidade e profundidade de

remineralizagao dentaria.

oyl D g s BT

Dentina Tratada Dentina Erodida

Dentina Sadia

Espécime dividido em: dentina tratada, dentina sadia e dentina inicialmente erodida.

Fonte: foto fornecida pelo autor.
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Analises na Espectroscopia Micro Raman

As medicbes foram realizadas em temperatura ambiente por meio
de um microscopio Raman dispersivo SENTERRA Il (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Alemanha). O espectro Raman foi medido com um sistema micro
Raman com uma fonte de laser 785 nm e foi registrado de 400 a 2000 cm™, com
25 mW e objetiva de 10x com o aumento final de 100x. Os espectros foram
adquiridos em posi¢des correspondentes a intervalos de 0,5 pym na interface
entre a area de controle e a area tratada, usando o estagio x-y-z controlado por
computador com uma largura de passo minima de 50 nm. Os espectros Raman
foram coletados ao longo de trés varreduras de linha para cada amostra de 20

Mm de comprimento, com espago de 10 um entre as linhas.

Figura 13. Figura representativa da analise das ligagbes quimicas dos

especimes.

[Chemical Imaging
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3000 2000

Mensuracdo das ligacbes quimicas por meio da espectroscopia Micro Raman. Fonte:

foto fornecida pelo autor.

Analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para analise em MEV, transformamos o hidrogel experimental em

membrana e testamos sobre os espécimes (n=15) seguindo 0 mesmo modelo de
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ciclo erosivo deste estudo. Apds o ciclo erosivo, a dentina foi imersa em solugao
de glutaraldeido a 2,5% tamponado com solugédo de cacodilato de sédio por 12
horas a 0,1M com pH 7,4 (Merck KGaA, Darmstadt, D-64293, Alemanha) em
temperatura de 4°C. Seguida de lavagem com agua deionizada, por 1 hora. A
desidratacdo dos espécimes ocorreu por meio da embebicdo dos mesmos em
diferentes concentragdes de etanol (Labsynth Ltda., Diadema, SP, Brasil) por um
periodo pré-determinado (25% por 20 minutos, 50% por 20 minutos, 75% por 20
minutos, 90% por 30 minutos e 100% por 1hora). Imersdo em solugdo de HMDS
(Merck KGaA, Darmstadt, D-64293, Alemanha) por 10 minutos, seguida de
secagem com papel absorvente.

A fixacdo dos espécimes em stubs foi realizada por meio de fita
adesiva de carbono dupla-face (Electron Microscopy Sciences, Washington,
EUA) e cobertura com carbono em aparelho de metalizagdo a vacuo (SDC 050,
Bal-Tec AG, FL9496, Balzers, Liechtenstein). As morfologias e localizagbes dos
precipitados foram avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura por
emissdo de campo (FE-SEM; Sirion 200, FEI Co, EUA), as margens (diferentes

aumentos) foram realizadas para analise visual da superficie da dentina.

Analise de dados

Para a analise quantitativa (degrau, perda de volume, perfil de
desgaste, rugosidade, contagem, area e perimetro dos tubulos dentinarios,
intensidade e profundidade de remineralizagédo) foi realizada a distribuicdo dos
dados que apresentaram-se normais e homogéneos, em seguida, foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) a dois critérios e teste de Tukey
para diferenciagdo das médias com nivel de sgnificancia de a=5%. Para a
analise qualitativa (ligagdes quimicas e morfologicas) foi realizada a analise
descritiva dos dados. O software SPSS Statistics 17 foi empregado para a
avaliacao dos espécimes.
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4. RESULTADOS

Foi realizada a analise comparativa do processo erosivo com acido HCI
liquido e gasoso e observou-se que para o perfil de desgaste, perda de volume e
degrau houve diferenga significante entre os desafios erosivos do HCI na forma

liquida e gasosa. Desta forma, optou-se por realizar a analise individual em cada

grupo.
Acido cloridrico gasoso

Perfil de Desgaste

Para a analise de perfil de desgaste, no fator tratamento o grupo controle foi
estatisticamente semelhante ao grupo quitosana (p=0,97) e verniz TiF4 (p=0,99),
porém apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo
experimental (p<0,001). O grupo experimental apresentou menor perfil de desgaste e
foi estatisticamente diferente dos outros grupos (p<0,001).

Para o fator abrasdo, observou-se que o subgrupo sem abrasdo foi
estatisticamente diferente do subgrupo com abrasdo (p<0,001). Na Tabela 1,
observou-se que todos os subgrupos apresentaram uma maior perda de volume
quando associado a abrasdo do que sem a abrasao (p<0,05), com exceg¢do do grupo
experimental que foi semelhante nas duas situag¢des (p>0,05). Para os espécimes sem
abrasdo n&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Contudo, para a abrasao, o grupo experimental foi estatisticamente diferente do verniz
(p<0,05) e semelhante aos outros grupos (p>0,05).

Tabela 1. Média e desvio padréo dos valores de perfil de desgaste (um) para dentina

radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem abraséo).

Desafios Tratamentos c/ Abrasao s/ Abrasao

Erosivos

Controle 0,57+0,33 ABa 0,19+0,06 Ab
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Quitosana 0,56+0,34 ABa 0,13+0,14 Ab
HCI Liquido Experimental 0,25+0,17 Ba 0,03+0,19 Ab
Verniz TiF4 0,62+0,58 Aa 0,10+0,16 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perda de volume

Para a analise de perda de volume, no fator tratamento, o grupo controle foi
estatisticamente semelhante ao grupo quitosana (p>0,05) (p=0,13), porém apresentou
diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo experimental e o verniz
(p<0,001). O grupo experimental foi semelhante ao verniz (p>0,05).

Para o fator abrasdo, observou-se que o0 subgrupo sem abrasdo foi
estatisticamente diferente do subgrupo com abras&o (p<0,001). Na Tabela 2,
observou-se que todos os subgrupos apresentaram uma maior perda de volume
quando associado a abrasao do que sem a abrasao (p<0,05). Para os subgrupos sem
abrasdo n&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Contudo, para os espécimes com abrasado, o grupo experimental foi estatisticamente
diferente do controle e quitosana (p>0,05), e semelhante ao verniz (p>0,05).

Tabela 2. Média e desvio padrdao dos valores de perda de volume (um?3/um?) para

dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséo
Erosivos
Controle 3,08E7+7,78E6 Aa 9,70E6+3,69E6 Ab
Quitosana 2,73E7+7,13E6 ABa 5,88E6+4,25E6 Ab
HCI Liquido Experimental 1,693E718,70E6 Ca 2,80E6+6,32E6 Ab
Verniz TiF4 2,079E7+8,36E6 BCa 3,71E6+2,81E6 Ab

Letra maiuscula representa comparacao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
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Figura 14. Analise do perfil de desgaste, perda de volume, degrau por Microscopia
Confocal a Laser 3D. A) Grupo controle (sem tratamento) tratado com HCI liquido e
gasoso; B) Grupo hidrogel de quitosana tratado com HCI liquido e gasoso; C) Grupo
hidrogel experimental tratado com HCI liquido e gasoso; D) Grupo verniz de TiF4
tratado com HCI liquido e gasoso.

Na Figura 14, observa-se que o processo erosivo com HCI liquido promoveu a
perda de estrutura dentinaria mais intensamente do que para o processo erosivo

com HCI gasoso.

Degrau

Para a analise de degrau, observou-se que no fator tratamento o grupo controle
apresentou diferenca estatisticamente significante em relagcdo aos grupos
experimental (p<0,001) e verniz (p=0,001) A quitosana apresentou um comportamento
semelhante ao grupo controle (p=0,77).

Para o fator abrasdo, observou-se que o subgrupo sem abrasdo apresentou
menor degrau e foi estatisticamente diferente do subgrupo com abrasao (p<0,001).
Na Tabela 3, observou-se que todos os subgrupos apresentaram o degrau maior
quando associado a abrasdo do que sem a abrasao (p<0,05). O grupo controle foi
semelhante a quitosana (p>0,05) e diferente dos grupos experimental e verniz
(p<0,05) que foram semelhantes entre si (p>0,05).

Tabela 3. Média e desvio padrdo dos valores de degrau (um) para a dentina radicular
apos o ciclo erosivo e aplicagao dos tratamentos (com e sem abraso).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséao
Erosivos
Controle 38,87+6,78 Aa 23,8615,82 Ab
Quitosana 36,13+5,36 Aa 23,07+3,89 Ab
HCI Liquido Experimental 22,55+5,00 Ba 7,5415,39 Bb
Verniz TiF4 25,53+14,96 Ba 10,39+1,88 Bb
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Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Rugosidade

Para a analise de rugosidade, o fator tratamento ndo apresentou diferencga
estatisticamente significante (p>0,005) entre os grupos, sendo observado o0 mesmo
comportamento para o fator abrasgo, no qual ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,005) entre os subgrupos com e sem abrasao (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio padréo dos valores de rugosidade da superficie (Sa-um) para

a dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abraséo).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséo
Erosivos
Controle 0,67+0,22 Aa 0,57+0,10 Aa
Quitosana 0,67+0,24 Aa 0,70+0,16 Aa
HCI Liquido Experimental 0,6410,09 Aa 0,6510,10 Aa
Verniz TiF4 0,64+0,14 Aa 0,6210,13 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).



69



Area tratada Area abrasionada

Area tratada Area Abrasionada

Area tratada Area Abrasionada

Area tratada Area Abrasionada

Figura 15. Analise do perfil de desgaste, perda de volume e degrau formado por meio
da Microscopia Confocal a Laser 3D. Interface entre a area referéncia e dentina apos
ciclo erosivo e interface entre a area referéncia e dentina com abrasdo. A/B) Grupo
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quitosana apos ciclo erosivo e tratamento com hidrogel de quitosana; E) Grupo
experimental apos ciclo erosivo e tratamento com hidrogel experimental; F) Grupo
verniz de TiF4 apds ciclo erosivo e tratamento com verniz de TiFs.

Contagem dos tubulos dentinarios

Em relagéo as analises mensuradas dos tubulos dentinarios expostos, no fator
tratamento, o grupo controle foi estatisticamente semelhante a quitosana (p=0,34) e
ao verniz (p=0,70), porém apresentou diferenga estatisticamente significante em
relagdo ao grupo experimental (p<0,001) que apresentou o maior numero de tubulos
dentinarios ocluidos.

Para o fator abrasdo, observou-se que o subgrupo sem abrasdo foi
estatisticamente semelhante ao subgrupo com abrasdo (p>0,05). Na Tabela 5,
observou-se que o grupo experimental foi estatisticamente diferente de todos os

subgrupos (p<0,05) nas duas situagdes (com e sem abrasao).

Tabela 5. Média e desvio padrao do numero dos tubulos dentinarios expostos apos o
ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos nos diferentes grupos com e sem abraséao.

Desafios Tratamentos ¢/ Abrasao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -64,33+125,36 Aa 32,47+90,62 Ab
Quitosana -55,47+87,80 Aa -45,87+75,40 Aa
HCI Liquido Experimental -205,13+57,39 Ba -203,47+26,14 Ba
Verniz TiF;4 4,53159,75 Aa 8,53183,28 Aa

Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
Area dos tabulos dentinarios
Para a analise da area dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, o grupo

controle foi semelhante ao verniz (p=0,24) e estatisticamente diferente do grupo
experimental (p<0,001). Em relagdo a abrasdo observou-se uma diferenca
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significativa (p=0,005) entre o subgrupo com e sem abras&o. Na tabela 6 observou-se
que todos os grupos apresentaram-se semelhantes estatisticamente (p>0,005) nos
subgrupos com e sem abrasdo e apenas nos espécimes nao abrasionados que o
grupo experimental apresentou diferenga estatistica em relagdo aos grupos controle
e verniz (p<0,05).

Tabela 6. Média e desvio padrao da area (um) dos tubulos dentinarios apoés o ciclo

erosivo e aplicagédo dos tratamentos para os diferentes grupos com e sem abraséo.

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -1,124+4,50 Aa 1,04+2,69 Aa
Quitosana -3,69+2,73 Ab -1,34+1,86 AB
HCI Liquido Experimental -2,35+2,67 Aa -2,68+3,99 Ba
Verniz TiF4 -2,91+3,90 Ab -0,32+2,86 Aa

Letra maiuscula representa comparacao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perimetro dos tubulos dentinarios

Em relacdo ao perimetro dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, apenas
o grupo experimental apresentou diferenga estatisticamente significante em relagéo
ao controle (p=0,02). A quitosana e o verniz apresentaram um comportamento
semelhante ao grupo controle (p=0,93). Para o fator abrasdo nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os subgrupos com e sem abraséo (p<0,05). Na
tabela 7, observou-se que apenas o grupo experimental promoveu uma diminuigdo do

perimetro dos tubulos dentinarios.

Tabela 7. Média e desvio padrdo do perimetro (um) dos tubulos dentinarios apés o

ciclo erosivo e aplicagéo dos tratamentos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos c/ Abrasao s/ Abrasao

Erosivos

Controle 1,07+4,02 Aa 0,87+2,26 ABa




74

HCI Liquido Experimental

Quitosana -0,18+3,32 Aa 0,38+1,70 ABa
-1,02+3,76 Aa -2,51+4,79 Ba
Verniz TiF4 -0,42+5,00 Aa 1,75+3,28 Aa

Letra maiuscula representa comparacao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
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tratamento); A/B) Grupo controle; C/D) Grupo hidrogel de quitosana. E/F) Grupo

hidrogel experimental. G/H) Grupo verniz de TiF4.

Tomografia de coeréncia optica

Para a analise de espessura superficial da mineralizacao, no fator tratamento, nao
houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos. Para o fator
abrasdo, nao houve diferenga estatisticamente significante (p>0,05) entre os
subgrupos com e sem abrasao (Tabela 8).

Tabela 8. Média e desvio padrao da espessura superficial de mineralizacdo nos
diferentes grupos apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abrasédo s/ Abraséao
Erosivos
Controle 0,025+0,006 Aa 0,277+0,017 Aa
Quitosana 0,029+0,012 Aa 0,032+0,014 Aa
HCI Liquido Experimental 0,045+0,016 Aa 0,04+0,022 Aa
Verniz TiF4 0,03710,017 Aa 0,031+0,012 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Espectroscopia Micro Raman

Os dados mostraram no Figura 18 (eros&o liquida) que o grupo hidrogel
experimental apresentou picos referentes ao estiramento do grupo fosfato (v1 960 cm-
1 v3 1044 cm™, v4 582 cm™) e carbonato (1073 cm™') com maior intensidade sendo
semelhante ao grupo dentina sadia. O grupo verniz apresentou os picos referentes ao
fosfato (v1 960 cm™ v4 582 cm™) com menor intensidade e formato alargado e os
grupos controle e quitosana apresentaram picos menos intensos e semelhantes entre

si no formato. O pico referente a amida | (1450 cm™) foi semelhante entre os grupos.
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Analise dos diferentes tratamentos para Erosdao Dentaria em Espectroscopia Micro
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Figura 18. Grafico dos diferentes tratamentos submetidos a erosado liquida pela
Espectroscopia Micro Raman.

Acido cloridrico gasoso

Perfil de Desgaste

Para a analise de perfil de desgaste, no fator tratamento, observou-se que o
grupo controle foi estatisticamente semelhante ao grupo quitosana (p=0,68) e
diferente dos demais grupos (p<0,05). O verniz apresentou menor perfil de desgaste
e foi estatisticamente diferente dos grupos controle e quitosana (p<0,05), porém foi
semelhante ao grupo experimental (p>0,05).

Em relacdo ao fator abrasdo, observou-se que houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,001) entre os subgrupos com e sem abrasao.
Entretanto, na tabela 9, observou-se que, com excegao do grupo experimental que
apresentou diferenga estatisticamente significante entre os subgrupos com e sem
abraséo, todos os demais grupos apresentaram um comportamento semelhante nas

duas situagdes. Ao analisar apenas a abrasdo, observou-se uma diferenca
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estatisticamente significante (p<0,05) entre o controle e a quitosana com o verniz, que
por sua vez, sem o processo de abrasao, foi semelhante ao grupo experimental.
Tabela 9. Média e desvio padréo dos valores de perfil de desgaste (um) para dentina
radicular ap6s o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem abraséo).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 0,21+0,07 Aa 0,07+0,06 Aa
Quitosana 0,14+0,09 Aa 0,02+0,17 Aa
HCI Gasoso Experimental 0,01+0,31 ABa -0,28+0,17 Bb
Verniz TiF;4 -0,14+0,28 Ba -0,2810,24 Ba

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perda de volume

Para a analise de perda de volume, no fator tratamento o grupo controle foi
estatisticamente semelhante a quitosana (p=0,26) e ao verniz (p=0,12), porém
apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo experimental
(p<0,001). O verniz e o grupo experimental foram semelhantes entre si (p>0,05).

Para o fator abrasdo, observou-se que 0s subgrupos com abrasdo foram
estatisticamente diferentes dos subgrupos sem abrasdo (p<0,001). Na Tabela 10,
observou-se que todos os grupos apresentaram uma maior perda de volume quando
associado a abrasdo do que sem a abrasédo (p>0,05), com excegdo do grupo
experimental que em ambas as situagdes foram semelhantes entre si (p>0,05). Para
os subgrupos sem abrasio ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os

grupos (p<0,05).

Tabela 10. Média e desvio padrdo dos valores de perda de volume (um3®/um?) para
dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
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Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 1,25E7+3,33E6 Aa 3,22E6+2,31E6 Ab
Quitosana 1,05E7+5,31E6 Aa 1,65E6+1,10E6 Ab
HCI Gasoso Experimental 5,03E6+6,07E6 Ba 1,27E6+3,50E6 Aa
Verniz TiF;4 8,75E6+2,985E6 ABa 1,99E6+3,74E6 Ab

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Degrau

Na analise de degrau, observou-se que para o fator tratamento, o grupo
controle apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo
quitosana (p<0,001) e foi semelhante aos grupos experimental (p=0,16) e verniz TiF4
(p=0,95). O grupo quitosana apresentou maior degrau e foi estatisticamente diferente
de todos os grupos (p<0,05).

Em relacdo ao fator abrasdo, observou-se que a abrasdo promoveu maior
degrau e foi estatisticamente diferente do subgrupo sem abrasao (p<0,001). Na tabela
11, observou-se que todos os subgrupos apresentaram o degrau maior quando
associado a abrasdo do que sem a abrasdo (p<0,05). A quitosana apresentou os
maiores valores nas duas situagbes (com e sem abrasdo) e foi estatisticamente

diferente dos demais grupos (p<0,05).

Tabela 11. Média e desvio padrdo dos valores do degrau (um) formado na dentina

radicular ap6s o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem abraséo).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 3,87+2,44 Aa 0,81+0,59 Bb
Quitosana 6,58+2,52 Ba 1,98+1,77 Ab
HCI Gasoso Experimental 2,57+1,42 Aa 0,17+0,74 Bb
Verniz TiF;4 4,87+2,31 Ba 0,31+1,28 Bb
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Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa
a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
Rugosidade

Para o fator tratamento, o grupo controle foi estatisticamente semelhante ao
grupo quitosana (p=0,89) e ao grupo experimental (p=0,99), porém apresentou
diferencga estatisticamente significante em relagao ao grupo verniz TiF4 (p<0,001). N&o
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos controle, quitosana e
experimental (p>0,05).

Para o fator abrasdo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p>0,05) entre os subgrupos com e sem abrasdo. Este comportamento se manteve
entre os subgrupos, ou seja, ndo houve diferenga estatisticamente significante
(p>0,05) entre os subgrupos com e sem abrasdo (Tabela 12). Aléem disso, pode-se
observar que o verniz apresentou menor rugosidade nas duas situagdées (com e sem
abras&o) (p<0,05).

Tabela 12. Média e desvio padrdo dos valores de rugosidade da superficie (Sa-um)

para a dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagao dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséao
Erosivos
Controle 0,74+0,24 ABa 0,67+0,14 Aa
Quitosana 0,7740,27 Aa 0,71+0,13 Aa
HCI Gasoso Experimental 0,68+0,12 ABa 0,75+0,10 Aa
Verniz TiF4 0,56+0,23 Ba 0,47+0,13 Ba

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Contagem dos tubulos dentinarios
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Para a contagem dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, o grupo controle
foi estatisticamente semelhante ao verniz (p=0,99), porém apresentou diferenga
estatisticamente significante em relagao a quitosana (p=0,004) e grupos experimental
(p<0,0001).

Para o fator abrasdo, observou-se que 0 processo abrasivo promoveu maior
obliteragao dos tubulos em comparagcdo ao sem abrasdo que apresentou diferenca
estatisticamente significante (p=0,00008). Para a Tabela 13 pode-se observar que o
numero de tubulos dentinarios expostos foi semelhante nas duas situagdes (com e
sem abrasao) (p>0,05), com excegao da quitosana e experimental que apresentaram
grande numero de tubulos obliterados quando abrasionados (p>0,05). O grupo
experimental, independente de ter sido abrasionado ou n&o, apresentou um maior
numero de tubulos dentinarios obliterados e foi estatisticamente diferente (p<0,05) dos
demais grupos estudados.

Tabela 13. Média e desvio padrdo do numero dos tubulos dentinarios apds o ciclo
erosivo e aplicagéo dos tratamentos nos diferentes grupos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -30,33161,90 Aa 28,13+79,51 Aa
Quitosana -116,07£119,50 Ba -19,80+61,32 Ab
HCI Gasoso Experimental -203,47+40,51 Ca -214,07+57,33 Ba
Verniz TiF;4 -21,87+83,58 Aa 22,93+76,07 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Area dos tubulos dentinérios

Em relagdo a area dos tubulos dentinarios, observou-se que no fator
tratamento, somente o grupo experimental apresentou diferenga estatisticamente
significante em relagéo ao controle (p=0,008). A quitosana e o verniz apresentaram
um comportamento semelhante ao grupo controle (p=0,99). No fator abrasé&o,
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observou-se uma diferenga significativa em relacdo a abrasdo e sem abraséo
(p=0,04). Na tabela 14, observou-se que somente o grupo experimental apresentou
menor area e foi estatisticamente diferente do controle (p<0,05).

Tabela 14. Média e desvio padrao da area-uym dos tubulos dentinarios apds o ciclo

erosivo e aplicagédo dos tratamentos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -1,0814,45 Aa -0,10+£2,88 Aa
Quitosana -2,11+£2,90 ABa -1,71£2,76 ABa
HCI Gasoso Experimental -4,98+3,90 Ba -1,33+2,14 Bb
Verniz TiF;4 -1,85+1,65 ABa -2,19+2, 96 ABa

Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perimetro dos tubulos dentinarios

Para o perimetro dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, somente o grupo
experimental apresentou diferengca estatisticamente significante em relagdo ao
controle (p=0,002) e verniz (p=0,03). A quitosana (p=0,55) e verniz (p=0,83)
apresentaram um comportamento semelhante ao grupo controle. Para o fator abraséo
nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os subgrupos com e sem
abrasédo (p<0,05). Na tabela 15, o grupo experimental abrasionado apresentou
perimetro menor em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

Tabela 15. Média e desvio padrao do perimetro-um dos tubulos dentinarios apos o

ciclo erosivo e aplicagéo dos tratamentos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos c/ Abrasao s/ Abrasao

Erosivos

Controle 0,83+4,41 Aa -0,83+4,30 Aa

Quitosana -0,97+3,46 ABa -1,59+1,97 Aa
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HCI Gasoso

Experimental

-4,66+5,68 Ba

-2,42+2,70 Aa

Verniz TiF4

-0,65+3,12 ABa

-1,00£2,93 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Tomografia de coeréncia optica

Para a analise de espessura superficial da mineralizacio, no fator tratamento,
nao houve diferenga estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos. Para o
fator abrasdo, ndo houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os

subgrupos com e sem abrasao (Tabela 16).

Tabela 16. Média e desvio padrao da espessura superficial de mineralizacido nos

diferentes grupos apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséo
Erosivos
Controle 0,024+0,004 Aa 0,033+0,024 Aa
Quitosana 0,036+0,012 Aa 0,025+0,003 Aa
HCI Gasoso Experimental 0,051+0,019 Aa 0,053+0,025 Aa
Verniz TiF4 0,036+0,017 Aa 0,032+0,009 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Espectroscopia Micro Raman

No Figura 19 (erosdo gasosa), os grupos dentina sadia, controle e verniz
apresentaram formatos semelhantes em relagéo aos picos de fosfato (v1 960 cm™, v3
1044 cm', v4 582 cm™) e carbonato (1073 cm') e amida | (1450 cm') porém com

intensidades diferentes. O espectro do grupo experimental foi semelhante ao do grupo
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quitosana, apresentando menor intensidade e formato alargado do pico fosfato (v1

960 cm"). O pico referente a amida | (1450 cm™) foi semelhante entre os grupos.

Analise dos diferentes tratamentos para Erosdo Dentaria em Espectroscopia Micro

Raman
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Figura 19. Grafico dos diferentes tratamentos

Anélise morfoldgica dos tubulos dentinarios

Observou-se que os tubulos dentinarios no grupo controle apresentaram-
se mais alargados e abertos apds o ciclo erosivo. Ndo observa-se a presenca de
dentina peritubular. No grupo quitosana, os tubulos dentinarios ndo tiveram alteragdes
em sua forma e dimens&o e ndo houve a perda da dentina peritubular, houve somente
a obliteracao parcial dos tubulos dentinarios. Observa-se uma fina camada depositada
sobre a dentina tratada com quitosana.

Em relagdo ao grupo experimental, observa-se que os tubulos n&o tiveram
sua dimens&o alterada e a dentina peritubular encontra-se preservada. Houve a
obliteracdo de grande parte dos tubulos dentinarios, e em algumas regides, observa-
se uma fina camada depositada sobre a superficie dentinaria. O grupo verniz TiF4
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preservou a dimensdo dos tubulos dentinarios e teve uma obliteragdo parcial dos
tubulos dentinarios . Nao se observa nenhuma camada depositada sobre os

espécimes tratados com o verniz.

Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) evidenciou a acdo dos
tratamentos sobre os tubulos dentinarios. Na Figura 20A observa-se a dentina sadia
com os tubulos abertos como padrao referéncia.

Apoés a erosdo com HCI liquido, na Figura 20B observa-se o aumento da
abertura dos tubulos dentinarios causados pelo processo erosivo do acido sobre a
superficie da dentina radicular. O hidrogel experimental em forma de membrana
(Figura 20C) promoveu a obliteragao parcial dos tubulos dentinarios.

Figura 20. Espécime tratado com hidrogel experimental em forma de membrana em
microscopia eletronica de varredura. A) Dentina sadia. B) Dentina erodida. C) Dentina

tratada com hidrogel experimental em forma de membrana.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo prop6s a comparacao do hidrogel experimental de quitosana com
os diferentes tratamentos sobre a dentina erodida, com o objetivo de analisar o
efeito dos tratamentos no controle/redu¢céo do processo erosivo e no fechamento
dos tubulos dentinarios. Para isso, utilizou-se a microscopia confocal a laser na
avaliacdo do degrau, perda de volume, perfil de desgaste, rugosidade e numero,
area e perimetro dos tubulos dentinarios antes e apds o ciclo erosivo (com/sem
abrasdo). A tomografia de coeréncia Optica foi empregada para analisar a
intensidade e profundidade da remineralizagdo da dentina, pois tem a capacidade de
prever evidéncias indiretas de perda ou ganho mineral. Por fim, a espectroscopia
Micro Raman foi utilizada para a avaliar as alteragcbes quimicas do tratamento
experimental sobre a estrutura dentinaria e compara-lo com os outros tratamentos.

Para este estudo optou-se por utilizar o HCI liquido e gasoso para simular as
condi¢cbes encontradas na cavidade bucal de pacientes portadores da doenca do
refluxo gastroesofagico (DRGE), pois com frequéncia estes pacientes sdo expostos
a ocorréncia e periodicidade do refluxo misto (refluxo liquido e gasoso) (Sifrim et al.,
2001). No entanto, o acido gastrico liquido (refluxo liquido) € mais frequentemente
relacionado a erosdo dentaria severa em comparagdo ao acido gastrico gasoso
(refluxo gasoso) (Faraoni et al.,, 2018). Esta situagdo clinica quando associada a
abrasdo produz um resultado acelerado capaz de deteriorar significativamente a
integridade da estrutura dentaria. A acdo da escova de dente sobre uma estrutura
fragilizada exerce um efeito abrasivo que intensifica a perda dentaria durante a
erosdo (Shellis & Addy, 2014; Dehghan et al., 2017; Mantilla et al., 2017),
especialmente se o paciente escova os dentes apds episdédios de refluxo
gastroesofagico (Grippo, Simring & Coleman, 2012).

Além deste efeito nocivo, a dentina ainda € um substrato mais suscetivel ao
desgaste por abrasdo se comparado ao esmalte (Ranjitkar et al., 2012) por isso,
como constatado neste estudo, ao associar a erosao a abraséo, produziu-se maior
perda da estrutura dentinaria do que nos subgrupos sem abrasdo. Os subgrupos
com abrasdo foram estatisticamente diferentes dos subgrupos sem abrasdo nas
analises de degrau, perfii de desgaste, perda de volume e rugosidade,
demonstrando a perda significativa da estrutura dentaria quando associada a
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erosdo. A maior perda de dentina causada pela acdo do HCI liquido pode estar
associada aos agentes quimicos e agdes mecanicas causadas pela movimentagéo
do liquido sobre a superficie da dentina (Faraoni et al., 2018). Diferentemente do
HCI liquido, o HCI gasoso é composto por particulas esparsas na sua forma fisica,
consequentemente a ocorréncia do contato destas particulas acidas sobre a
estrutura dentaria € menor ja que estas particulas ndo estdo em contato préximo
como na forma liquida (Faraoni et al., 2018).

Em relagdo aos resultados associados ao tipo de tratamento, observou-se
que o hidrogel experimental obteve maior eficacia na intercepgdo do processo
erosivo evidenciado nos valores de degrau, perfil de desgaste e perda de volume
que foram estatisticamente diferentes em relagédo aos grupos controle e quitosana. O
desempenho do hidrogel experimental foi semelhante, e em alguns casos, até
mesmo melhor do que o verniz de TiF4 contra a desmineralizagdo dentinaria. De
acordo com a literatura, varios tratamentos podem ser utilizados na tentativa de
recuperaro processo erosivo. Em geral, esses tratamentos sdo a base de fluor
(fluoreto de fosfato acidulado, fluoreto de sodio, fluoreto de amina, tetrafluoreto de
titanio) (Lussi & Hellwig, 2014; Philip et al., 2019).

Este estudo optou por testar as propriedades do verniz de tetrafluoreto de
titnio (TiF4) no qual tem mostrado um maior efeito protetor na remineralizagédo
dentaria quando comparado ao fluoreto de sodio (NaF) (Magalhaes et al., 2010;
Comar et al., 2012; Comar et al., 2017; de Souza et al., 2018; Mosquim et al., 2019).
O possivel mecanismo de ag¢ao do TiF4 baseia-se na formagcdo de uma camada
resistente a acidos composta por complexos organometalicos, nos quais o ion titanio
é fortemente atraido pelo oxigénio presente no grupo fosfato da estrutura da dentina
para formar precipitados do tipo 6xido de titanio e fosfato de titanio hidratado durante
o processo de hidrélise (Sen & BuylUkyllmaz, 1998). Esses compostos sé&o
fortemente ligados e ndo sao facilmente removidos por prétons, mesmo sob
condigbes altamente acidas (pH 1), como consequéncia, sdo considerados mais
resistentes a desafios erosivos (Basting et al., 2015). A camada resistente a acidos
também pode atuar como uma barreira fisica e absorver maior quantidade de
fluoreto, o que leva a um bom desempenho do verniz de TiF4 quando comparado
aos grupos tratados com quitosana e controle presentes neste estudo (Wiegand et
al., 2010; Comar et al., 2018) .
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Estes resultados corroboram com os achados literarios que testaram o verniz
TiF4 em esmalte/dentina submetido a eros&o e abras&o em estudos in vitro e in situ
(Levy et al., 2014; Comar et al., 2015; Magalhaes et al., 2016; Martines de Souza et
al., 2017; Pini et al., 2019). A maioria destes estudos apresentou resultados positivos
quanto ao controle e diminuigdo da progressao das lesdes erosivas. Além disso, o
precipitado formado pelo complexo de fosfato de titanio é mais resistente ao acido
que o precipitado de CaF. formado pela aplicagdo de NaF, o que significa que o
verniz de TiFs4 tem a capacidade de proteger a dentina de desafios erosivos
(Martines de Souza et al., 2017). Esse aspecto € importante, pois nhormalmente a
dentina apresenta menores valores de desgaste quando comparada ao esmalte
(Martines de Souza et al., 2018), e isso pode ocorrer devido a presenga de uma
matriz organica desmineralizada rica em fibrilas de colageno, que pode prevenir o
contato do acido com o tecido mineralizado subjacente, reduzindo assim, a
progressdo da erosao dentinaria através de uma camada superficial estavel a
agressao do acido (Schlueter et al., 2010). Por ser crucial garantir a estabilidade da
matriz orgénica no processo erosivo, a quitosana foi empregada neste estudo para
ser a base do hidrogel experimental, levando-se em conta as suas propriedades
benéficas de adesé&o e sustentacéo das fibras de colageno.

A quitosana (2-amino-2-desoxi-B-d-glucopiranose) € um biopolimero que
apresenta em sua cadeia polimérica, um grande numero de grupos amina e hidroxila
livres; estes agrupamentos podem se ligar a diferentes moléculas, e
consequentemente, formar ligagbes cruzadas com o colageno (Madhavan et al.,
2010; Resende et al.,, 2019). A interagdo quimica da quitosana com a matriz
organica pode promover forte adesao deste material a estrutura dentaria, além de
auxiliar na diminuicdo da degradacdo da dentina (Fawzy et al.,2013; Pini et al.,
2019). O mecanismo de adesdo da quitosana pode produzir uma superficie
dentinaria menos lisa (particulas de quitosana continuam aderidas na superficie da
dentina), e consequentemente, resultar em valores mais altos de rugosidade
superficial, como o encontrado neste estudo. Os grupos quitosana e hidrogel
experimental apresentaram valores de rugosidade semelhantes ao grupo controle e
foram estatisticamente diferentes do grupo verniz de TiFs (erosdo gasosa).

Entretanto, além de interagir e aderir frmemente a matriz organica, a quitosana
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também pode facilitar a deposi¢cdo de uma camada de fosfato de calcio nos tubulos
dentinarios da dentina erodida (Xu et al., 2011; Ururahy et al., 2017).

Este biopolimero € amplamente utilizado por sua capacidade de auxiliar o
processo de biomineralizacdo através da deposicdo de ions calcio e fosfato e
neutralizar a atividade das metaloproteinases da matriz (MMPs) presentes na
dentina e na saliva (Xu et al., 2011; de Souza et al., 2017). As MMPs s&o ativadas
em pH acido durante um ataque erosivo e, consequentemente, degradam as fibrilas
de colageno presentes na matriz orgénica da dentina (Buzalaf et al., 2012; de Souza
et al.,, 2017). A quitosana auxilia na integridade das fibrilas de colageno,
proporcionando maior resisténcia a erosao dentaria (Buzalaf et al., 2012). Além
disso, esse polimero pode favorecer a reticulagcdo entre as fibras de colageno,
construir arranjos microfibrilares com propriedades mecanicas superiores para tornar
a estrutura da dentina mais resistente a enzimas que degradam o colageno (Dash et
al., 2011; Fawzy et al., 2013; Martines et al., 2017).

O processo de degradacdo da dentina esta relacionado a dissolugdo ou
desnaturacgao de proteinas bem como de moléculas proteoglicanas responsaveis por
aderir os minerais de hidroxiapatita na matriz organica do colageno (Yassen et al.,
2013). Desta forma, qualquer tratamento capaz de sustentar a ultraestrutura do
colageno e paralisar a atividade da colagenase, prolongara a integridade superficial
da dentina contra a dissolugdo ou desnaturacdo protéica (Kishen, 2016). Neste
sentido, espera-se que o processo de reticulagdo forme ligagdes cruzadas intra e
intermoleculares no colageno e melhore a estabilidade mecénica e organica da
dentina (Bedran-Russo et al., 2007; Kishen et al., 2016). Isto contradiz, em certa
medida, o nosso estudo que mostrou uma menor resisténcia nas amostras tratadas
com quitosana evidenciadas pelo maior degrau, perfil de desgaste e perda de
volume, além de serem estatisticamente semelhantes ao grupo controle (sem
tratamento). No entanto, estas assergbes concordam parcialmente com os
resultados do presente estudo que demonstraram a eficacia do hidrogel
experimental na interceptacdo do processo erosivo, diminuindo a perda de estrutura
dentinaria principalmente para as analises de degrau, perfil de desgaste e perda de
volume.

Com base nestas propriedades, pode-se considerar que a quitosana € um

meio promissor para estabilizar a estrutura de colageno presente na matriz organica
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da dentina, porém a quitosana isolada nao é eficaz para promover a remineralizagao
do tecido afetado, consequentemente, a insercdo de ions minerais em sua
composic¢ao torna-se necessaria para induzir o processo reparativo, remineralizar a
matriz de colageno, formar cristais de hidroxiapatita intrafibrilar, e por fim, estimular a
precipitagcdo de minerais para a oclusdo dos tubulos dentinarios (Han et al., 2017; El
Gezawi et al., 2019). Com esta finalidade, o hidrogel experimental, criado a base de
quitosana, foi formulado para comportar ions minerais em sua composicao e
aprimorar o desempenho deste material frente ao processo de desmineralizagao
dentaria.

A literatura tem mostrado que novos agentes para interceptar a eroséo e a
hipersensibilidade dentinaria tém seguido nesta mesma dire¢cdo, a de formular um
produto capaz de remineralizar a superficie desmineralizada (sem a presencga de
flior) por meio da transferéncia de fosfato de calcio, hidroxiapatita, fosfopeptideo de
caseinalfosfato de calcio amorfo entre outros (Kyaw et al., 2019; Mushtaq et al.,
2019; Machado et al., 2019). Estudos mostraram que estes novos tratamentos tém
tido resultados tdo eficazes quanto aos produtos comumente utilizados no mercado
para a obliteragao dos tubulos dentinarios e alivio da hipersensibilidade (Kanehira et
al., 2019; Kyaw et al., 2019; Mushtaq et al., 2019; Machado et al., 2019). Estes
resultados promissores tém demonstrado que a utilizacdo de materiais, baseados na
interagdo quimica com a estrutura do dente, podem obliterar os tubulos dentinarios
abertos e bloquear a estimulagao térmica, mecanica e quimica do dente por meio de
componentes naturais (Kanehira et al., 2019; Machado et al., 2019).

Desta forma, o hidrogel experimental e a quitosana demonstraram ser
eficazes na obliteragdo dos tubulos dentinarios, principalmente o grupo
experimental, que apresentou diferenga estatistica,nas analises de contagem do
numero, area e perimetro dos tubulos dentinarios quando comparada com os
demais grupos. Outros estudos também corroboram com os resultados encontrados
em nosso estudo (Kurita et al., 1998; Silva et al., 2012) e demonstraram que a
propriedade quelante da quitosana empobrece os componentes inorganicos da
camada de esfregaco, levando a uma maior concentragédo de particulas nos tubulos
dentinarios e n&do na superficie. No entanto, um estudo recente mostrou que a
quitosana apresenta uma grande cadeia polimérica com ligagdes de hidrogénio e
grupos hidroxila em sua estrutura, e quando os prétons sdo perdidos pela acdo de
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quelacéo, ligagbes covalentes sdo formadas com a estrutura dentaria, levando ao
acumulo de particulas na dentina peritubular, sendo responsavel pela obliteragao
dos tubulos dentinarios (Ururahy et al., 2017) expostos. Alternativamente, outro
estudo apresentou resultados contrarios aos nossos, demonstrando a eficacia do
verniz TiF4 na diminuigcdo do didmetro e da area dos tubulos dentinarios, uma vez
que os ions de titanio tém afinidade com o oxigénio das moléculas de fosfato,
levando a deposigao de particulas no areas com maior mineralizagao, por exemplo
na porcao peritubular da dentina (Mantilla et al., 2017). Este resultado promissor do
verniz TiF4 na obliteragdo dos tubulos dentinarios ndo foi encontrado no presente
estudo.

Com relacdo a analise da tomografia de coeréncia Optica, este método é
baseado no principio da interferometria de luz, no qual a magnitude e o atraso de
tempo de eco da luz retroespalhada sao analisados para fornecer informacdes sobre
a intensidade de dispersao da luz em diferentes camadas de tecido. Tanto o esmalte
quanto a dentina apresentam propriedades de espalhamento diferentes nas quais o
tecido saudavel difere do tecido desmineralizado, proporcionando uma compreensao
da espessura, morfologia e porosidade mineral das lesbes erosivas (Attin et al.,
2014). Neste estudo, observou-se uma diminuigdo significativa nos valores do
coeficiente de atenuagdo Ooptica apds o ciclo erosivo/abrasivo. Esse achado
corrobora com alguns estudos prévios (Mujat et al., 2003; Cara et al., 2014; Pereira
et al., 2018) que demonstraram o processo de desmineralizagdo promovido por
acido, como o acido cloridrico usado neste estudo, o qual criou vazios na estrutura
da dentina que aumentou a disperséo da luz e diminuiu os valores dos coeficientes
de atenuacdo oOptica. Nossos resultados também mostraram que a quitosana
apresentou coeficientes de atenuacido Optica mais baixos e nao foi capaz de
remineralizar eficientemente a estrutura da dentina, o que contradiz o unico estudo
(Arnaud et al., 2010), no entanto a quitosana foi testada na superficie do esmalte e
encontrou resultados encorajadores.

Até onde temos conhecimento, n&o foi encontrado nenhum estudo sobre a
eficacia do verniz TiF4 na dentina desmineralizada pela OCT, portanto, € dificil fazer
qualquer comparacao com este estudo. No entanto, observou-se que o verniz TiF4
produziu coeficientes de atenuacido 6ptica mais altos relacionados ao processo de
remineralizagao na estrutura dental, o que corrobora os resultados deste estudo pela
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microscopia confocal a laser que mostrou desempenho superior do verniz TiF4 na
analise de perda de volume, e perfil de desgaste. Embora ndo tenhamos estudos
testando o verniz TiF4 na analise OCT, outras pesquisas com verniz fluoretado (de
Moraes et al., 2017) podem atestar o melhor desempenho do fluor em relagédo a
outros tratamentos na remineralizacdo dentaria pela técnica OCT. Em relagdo a
profundidade da remineralizagdo, o hidrogel de quitosana apresentou valores
ligeiramente mais altos, o que demonstrou a sua penetracdo nas porgdes mais
profundas da estrutura dentinaria, diferentemente do verniz TiFs4 que apresentou
valores menores em relagdo a profundidade de remineralizacdo. Essa diferenca
mostra que a quitosana pode interagir em profundidade com a estrutura dentaria e o
verniz fluoretado interage com maior eficacia na superficie das amostras, conforme
suportado na literatura (Magalhaes et al., 2008; Comar et al., 2012; Comar et al.,
2017).

A analise espectroscopica das ligagbes quimicas também mostrou que o
hidrogel experimental apresentou maior intensidade dos picos relacionados ao grupo
fosfato (v1 960 cm™', v3 1044 cm™, v4 582 cm™!) e carbonato (1073 cm). O formato
destes picos foi semelhante ao grupo dentina sadia (picos estreitos com alta
intensidade) que estdo relacionados a cristalinidade e a concentragéo relativa de
minerais do material (Toledano et al., 2015). Diferentemente dos picos relacionados
ao verniz que apresentaram-se mais abaulados. Estes dados permitem interpretar
que o hidrogel experimental possui potencial para remineralizar a estrutura
dentinaria. Os picos fosfato e carbonato apresentaram-se com intensidade e formato
semelhantes nos grupos controle e quitosana, ambos tiveram picos menos intensos
representativos da menor quantidade de minerais presentes no espécime.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que apesar da erosao
dentaria ser mais severa com o liquido se comparado ao gasoso, os tratamentos
interceptores foram mais efetivos na erosdao com HCI liquido do que na erosdo com
HCI gasoso. O verniz fluoretado e o hidrogel experimental apresentam-se como uma
alternativa ao tratamento da erosédo causada por liquidos. Entretanto, se o processo
erosivo esta associado a presenga de gas, entdo provavelmente os tratamentos
poderdo ter a sua eficacia reduzida ja que o seu comportamento frente a esta

agressao nao demonstrou ser capaz de controla-lo.
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Dentro das limitagbées deste estudo, o grupo hidrogel experimental apresentou
resultados promissores na interceptacao do processo erosivo, sendo particularmente
eficaz no fechamento dos tubulos dentinarios. Por outro lado, o verniz TiF4 foi capaz
de remineralizar a superficie da dentina e o hidrogel experimental de penetrar mais
profundamente na estrutura dentinaria ja que o colageno cumpre o seu papel de
trazer os minerais da superficie para dentro de sua estrutura, facilitando desta
maneira, a remineralizacdo nas por¢des mais profundas da dentina. No entanto, em
especial para o hidrogel experimental, estudos adicionais sao necessarios para
elucidar ainda mais a interacdo e a durabilidade desse tratamento com a estrutura
dentaria. Ainda ndo foram realizados ensaios clinicos para testar o hidrogel
experimental na cavidade bucal, portanto, extrapolar para as condi¢des clinicas &
fundamental para entender a durabilidade do efeito protetor e a validade deste

material promissor.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados da metodologia proposta, pode-se concluir que:

De modo geral, o processo erosivo liquido teve um efeito mais lesivo sobre o
substrato dentinario do que o processo erosivo gasoso. A abrasdo promoveu
alteragdes estruturais mais evidentes no substrato dentinario. O grupo experimental
e o verniz de TiF4 foram capazes de interceptar o processo erosivo, contudo, ndo

conseguiu paralisa-lo.

Em relagdo ao desgaste observado por meio das analises de degrau, perda
de volume e perfil de desgaste, o grupo experimental promoveu um efeito protetor
mais intenso sobre a dentina radicular erodida com HCI liquido. A rugosidade da
superficie nao foi afetada pelos diferentes tratamentos. Os tubulos dentinarios foram
eficazmente obliterados pelo grupo experimental que promoveu a redugéo da area e
perimetro do lumen dos tubulos dentinarios. Em relagdo a mineralizacdo da
superficie, o grupo experimental apresentou maior mineralizagdo superficial da

dentina radicular.

Os tratamentos foram mais eficazes no processo erosivo liquido,
diferentemente do processo erosivo gasoso que nao permitiu a redugdo ou
paralisacdo da erosdo mesmo com a aplicacdo dos diferentes tratamentos para

mineralizagao dentaria.
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RESUMO

Yamakami SY. Efeito de diferentes tratamentos na interceptacao da erosao
dentinaria. 2019. p.111. Tese de Doutorado — Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo.

O processo erosivo leva a perda mineral da estrutura dentaria, e uma vez que este
tecido é comprometido, o dano ao dente pode tornar-se irreversivel. Objetivo: Avaliar o
efeito de diferentes tratamentos para interceptar o processo de erosdo dentinaria.
Materiais e métodos: Foram obtidos 400 fragmentos de dentina radicular (4x3x2mm) a
partir de incisivos bovinos higidos. Metade de cada fragmento foi exposta aos
tratamentos/desafios erosivos (acido cloridrico na forma liquida e gasosa). Esta etapa
do estudo foi fatorial (4x2), tendo como fatores de estudo o tratamento superficial em 4
niveis: auséncia de tratamento (G1); quitosana (G2); hidrogel experimental (G3) e
verniz fluoretado (G4) e a abrasédo em 2 niveis: com e sem abrasao (escovas Oral-B,
10s/200gf). O fator erosédo foi realizado com acido cloridrico na forma liquido (pH1,2,
6x/dia/20s) e gasosa (pH1,2, 6x/dia/20) durante 6 dias. As analises utilizadas foram:
degrau (um), perfil de desgaste (Rv), perda de volume (um?3), rugosidade (Sa) e
contagem de tubulos por meio da microscopia confocal a laser 3D, intensidade e
profundidade da mineralizagdo dentinaria por meio da tomografia de coeréncia 6ptica e
alteragcbes quimicas por meio da microscopia micro Raman. Os dados obtidos foram
submetidos aos testes ANOVA e Tukey’s test (p<0,05). Resultados: Observou-se que
para o fator tratamento, o grupo controle foi semelhante ao grupo quitosana e
estatisticamente diferente do grupo experimental (p<0,05). Para o fator abraséo,
observou-se que o0s subgrupos apresentaram maior desgaste quando associado a
abrasdo do que sem a abrasdo (p<0,05). A rugosidade da superficie ndo foi afetada
pelos diferentes tratamentos (p>0,005). Os tubulos dentinarios foram eficazmente
obliterados pelo grupo experimental que também apresentou maior mineralizagédo
superficial da dentina radicular. Conclusao: O processo erosivo com acido cloridrico
(HCI) liquido teve um efeito mais intenso do que o processo com HCI gasoso. A

abrasao promoveu alteragdes estruturais mais evidentes no substrato dentinario. O



grupo experimental e o verniz de TiF4 foram capazes de interceptar o processo erosivo,

contudo, ndo conseguiu paralisa-lo.

Palavras-chave: 1. Dentina. 2. Eros&o. 3. Abrasdo. 4. Desgaste. 5. Quitosana. 6. Fluor.
7. Microscopia Confocal. 8. Anélise Espectral Raman. 9. Tomografia Optica.



Abstract

Yamakami SY. Effect of different treatments on the dental erosion interception
2019. p.111. PhD Thesis — Ribeirdo Preto Dental School, Sdo Paulo University.

The erosive process leads to mineral loss of tooth structure, and once this tissue is
compromised, the damage to the tooth may become irreversible. Objective: To analyze
the effect of different treatments to intercept the dental erosion process. Materials and
methods: 400 root dentin fragments (4x3x2mm) were used from sound bovine incisors.
Half of each fragment was exposed to erosive controls/challenges (hydrochloric acid in
liquid and gaseous form). This phase of the study was factorial (4x2), having as study
factors the superficial treatment in 4 levels: absence of treatment (G1); chitosan (G2);
experimental hydrogel (G3) and fluoride varnish (G4) and 2-level abrasion: with and
without abrasion (Oral-B brushes, 10s / 200gf). The erosion factor was performed with
hydrochloric acid in liquid (pH 1.2, 6x/day/20s) and gaseous form (pH 1.2, 6x/day/20) for
6 days. The statistical analysis were step (um), wear profile (Rv), volume loss (um3),
roughness (Sa) and tubule count by 3D laser confocal microscopy, intensity and depth
of dental mineralization by optical coherence tomography and chemical changes by
micro Raman microscopy. Data were submitted to ANOVA and Tukey test (p <0.05).
Results: For the treatment factor, the control group was similar to the chitosan group
and was statistically different from the experimental group (p <0.05). For the abrasion
factor, it was observed that the subgroups presented greater wear when associated with
abrasion than without abrasion (p <0.05). (p <0.05). Surface roughness was not affected
by different treatments (p> 0.005). The dentinal tubules were effectively obliterated by
the experimental group that also presented higher superficial mineralization of the root
dentin. Conclusion: The erosive process with liquid hydrochloric acid (HCI) had a more
intense effect than the process with gaseous HCI. Abrasion promotes more evident
changes in the dentin substrate. The experimental group and TiF4 varnish were able to

intercept the erosive process, however, they could not paralyze it.



Keywords: 1. Dentin. 2. Erosion. 3. Abrasion. 4. Wear. 5. Chitosan. 6. Fluorine. 7.

Confocal Microscopy. 8. Raman Spectral Analysis. 9. Optical tomography.
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1. Introducao

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) é definida como sendo uma
condigdo patoldgica proveniente do fluxo retrégrado do conteudo gastrico para o
es6fago, orofaringe e/ou trato respiratério que produz um conjunto de sintomas e/ou
complicagbes prejudiciais a qualidade de vida do individuo (Savarino et al., 2018). E
uma patologia relativamente comum, cuja prevaléncia na América do Sul € em torno
de 23% (El-Serag et al., 2014) e no Brasil cerca de 11% da populagéo apresenta-se
com sintomas compativeis com o refluxo gastroesofagico (Moraes-Filho et al., 2005).

Diferentemente da DRGE, o refluxo gastroesofagico (RGE) é uma condig&o
fisiolégica que ocorre normalmente em pacientes saudaveis no periodo pos-prandial
(apds as refeigbes), durante uma hora por dia (Fenoglio-Preiser et al., 1999;
Gonzalez et al., 2019). Esta ocorréncia pode ser diagnosticada quando o pH
esofagico liberado é menor do que 4,0 e perdura ao menos 30 segundos (Orr, 2005).
Regularmente, este conteudo acido €& removido por meio dos movimentos
peristalticos associados a saliva, neutralizando-o entre 1-2 minutos (Orr, 2003). A
saliva além de auxiliar no efeito neutralizador do acido, também atua na lubrificagao
do esdfago protegendo-o contra os danos mecanicos relacionados a passagem do
bolo alimentar (Fenoglio-Preiser et al., 1999; Gyawali et al., 2018).

Além deste mecanismo de protegcdo, o préprio organismo possui uma
barreira antirrefluxo que se localiza na jungdo gastroesofagica. Essa jungao
funcional possui caracteristicas anatébmicas (forma obliqua ligada a curva do
diafragma) que auxiliam no papel protetor contra o refluxo do acido. Outro aspecto
importante esta associado ao alto gradiente de press&o (10-30 mm Hg) mantido pela
contragao ténica dos musculos circulares do esfincter esofagico inferior que sob
contragao, isola o estbmago do eséfago. A depuragao intraluminal do es6fago acaba
sendo auxiliada pela forca da gravidade, pelo peristaltismo fisiolégico do conteudo
esofagico para o estbmago e também pelos bicarbonatos presentes na saliva (Fox et
al., 2004; Herbella et al., 2010).

Quando a RGE comega a produzir disfungdo gastrica ou a provocar danos a
mucosa, esta condicdo passa a progredir para uma desordem clinica também

conhecida como DRGE. As manifestagdes sintomatologicas desta sindrome, podem
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ser classificadas como esofagicas ou extra esofagicas. Os sintomas esofagicos sé&o
a pirose, que esta associada a estimulagcdo e ativagdo dos quimiorreceptores
presentes na mucosa do esdfago distal (Yates et al., 2015) e/ou regurgitacdo que
refletem a ocorréncia de um transtorno na barreira antirrefluxo da jungado
gastroesofagica. Ja os sintomas extra esofagicos podem ser tosse seca cronica,
laringite, asma e eros&o dentaria (Vakil et al., 2006; Patcharatrakul et al., 2014;
Tatarian et al., 2016).

O processo de erosao dentaria é definido como sendo a perda do tecido
dentario causado por meio do contato com substancias quimicas ou processos
eletroliticos de origem nao bacteriologica (Schlueter et al., 2019). O acido que atua
no processo erosivo dentario de pacientes portadores de DRGE é de origem
intrinseca oriundo de acidos endogenos, como por exemplo, o acido cloridrico. Este
acido é um dos principais componentes do suco gastrico e pode apresentar-se na
forma liquida e/ou gasosa (Wang et al., 2010, Faraoni et al., 2018). O acido
cloridrico na sua forma liquida dificilmente chega a cavidade bucal dos pacientes,
pois na maioria dos casos este material refluido acaba ficando retido na regido do
es6fago (Woodland et al., 2010). Em contrapartida, o acido cloridrico na sua forma
gasosa tem sido o material mais frequentemente encontrado durante os episédios
de refluxo e provavelmente seja o principal responsavel pela erosado dentaria (Sifrim
et al., 1999; Higo et al., 2009; Faraoni et al., 2018). Quando os acidos erosivos
atingem a superficie do esmalte, seu conteudo mineral comega a se dissolver,
causando a perda de estrutura dentaria. A medida que o processo erosivo progride,
o0 esmalte € completamente removido e a dentina descoberta € exposta na cavidade
bucal (da Silva et al., 2019).

A dentina apresenta em sua constituicdo, componentes minerais
(inorgénicos) formados por cristais substituiveis de hidroxiapatita. Estes cristais séo
pobres em calcio, fosfato e sodio e ricos em magnésio e carbonato. Além de serem
encontrados sobre e entre as fibrilas colagenas, os cristais de hidroxiapatita
presentes na dentina apresentam-se em menores tamanhos, proporcionando desta
forma, uma maior area de superficie. Por isso os cristais da dentina sdo mais

suscetiveis ao ataque acido (Hicks et al., 1985). Desta forma, qualquer substéancia
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acida com um pH abaixo do valor critico para dentina (6,0-6,5) pode ser capaz de
dissolver os cristais de hidroxiapatita (Wefel, 1994; Grippo et al., 2004).

Apesar do mecanismo exato do processo de erosao sobre a superficie da
dentina radicular ainda ndo ser completamente elucidado (Hannas et al., 2016),
sabe-se que a exposi¢ao da dentina ao acido leva primeiramente a um processo de
desmineralizagao na regido entre a dentina peritubular e intertubular. Em defluéncia,
o acido continua permeando a dentina peritubular e dissolvendo-a até levar ao
alargamento dos tubulos dentinarios. A camada superficial que se forma apds o
desgaste erosivo da estrutura dentinaria tem como constituicdo uma matriz de
colageno desmineralizada que apresenta grande resisténcia mecanica (Ganss et al.,
2009), além de limitar a difusdo ibnica de substancias para dentro e fora da
superficie desmineralizada (Klont et al.,1991; Kato et al., 2014). E por isso que a
preservacdo desta camada tem sido considerada importante para a reducdo da
progressao da erosao dentinaria (Buzalaf et al., 2015).

No entanto, uma vez que se inicia o processo de desmineralizagao a matriz
organica comecga a apresentar degradagdo quimica por meio da acgdo das
metaloproteinases da matriz (MMPs) que estdo presentes na propria dentina ou na
saliva (Tjaderhane et al.,, 1998). Estas enzimas proteoliticas zinco dependentes
degradam quase todas as proteinas da matriz extracelular, isto significa que os
diferentes tipos de colageno em sua forma ativa ou desnaturada est&o incluidos no
mecanismo de degradac&o quimica (Buzalaf et al., 2012). Este processo s6 pode ser
desencadeado quando as MMPs, secretadas inicialmente como precursores inativos
(pro-forma), sé&o ativas pelo baixo pH oral (aproximadamente 4,5). Contudo, sob
condigdes normais as MMPs salivares (-2, -8, -9) ativadas n&o conseguem degradar
a matriz organica da dentina por causa do efeito tampao que a saliva exerce sobre 0
pH acido, ou seja, a saliva acaba neutralizando logo em seguida o ambiente bucal e
por isso nao ocorre a degradagado enzimatica (Buzalaf et al., 2012). Contudo o
processo erosivo € dinamico, e cada vez que as fibrilas de colageno s&o expostas,
as MMPs ativadas degradam a matriz organica desmineralizada, e mesmo que o pH
retorne a sua neutralidade, parte da estrutura dentinaria foi perdida neste processo
(Buzalaf et al., 2012).
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E um processo continuo e pode tornar-se irreversivel, desta forma pesquisas
tém sido realizadas sobre os agentes inibidores das MMPs para diminuir a perda de
colageno e consequentemente, da erosédo dentaria. Dentre os tipos de inibidores,
tem-se a clorexidina, polifendis do cha verde especialmente o galato de
epigalocatequina (EGCG), solugdes ou géis de FeSO4 (Kato et al., 2010). O EGCG é
um polifenol extraido do cha verde que possui forte atividade inibitoria contra as
MMP-2 (gelatinase-A), MMP-8 (colagenase-2) e MMP-9 (gelatinase-B) (Demeule et
al., 2000; Bae et al., 2008). O mecanismo proposto para descrever 0 processo
inibitério das MMPs esta relacionado a capacidade do EGCG de se ligar as
colagenases por meio de pontes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas. Esta
ligacdo enzimatica pode provocar certa alteragdo conformacional ou até mesmo
ocultar o sitio catalitico (Madhan et al., 2007) inibindo desta forma a sua ativacgéo.

Por ser um produto natural e sem efeitos colaterais, o EGCG tem sido
testado sobre a erosdo dentaria em diferentes estados fisicos e agregacgdes
moleculares para compreender seu mecanismo frente ao papel inibidor das MMPs.
Na forma liquida de extrato de cha verde, estudos envolvendo o EGCG como
bochechos (Magalhdes et al., 2009b; Kato et al., 2009; Barbosa et al., 2011,
Mirkarimi et al., 2012; De Moraes et al., 2016; Wang et al., 2018; Fialho et al., 2019)
concluiram que este polifenol reduziu significativamente a desmineralizagdo dentaria
causada por erosdo quimica. Estes resultados promissores levaram as novas
pesquisas a testarem o EGCG na forma de gel (Kato et al., 2010; Kato et al., 2012;
Pini et al., 2019) visando aumentar o tempo de contato deste polifenol com a
dentina, melhorar sua substantividade e principalmente, facilitar o tratamento clinico
dos pacientes, pois ndo haveria necessidade de aplicar o produto varias vezes ao
dia, como no caso das solugbes com extrato de cha verde. Os resultados com
EGCG em gel, também se apresentaram eficazes na reducédo da erosao dentaria.
Um estudo (Hannas et al., 2016) propds utilizar este polifenol e testa-lo na forma de
dentifricio para analisar seu efeito na redu¢cdo da desmineralizacdo dentaria. Este
estudo mostrou resultados semelhantes no que diz respeito ao efeito protetor do
EGCG na erosao dentaria.

Alguns biopolimeros, como a quitosana, também tem sido investigado nao

s6 pela vasta aplicabilidade dentro da Odontologia, mas também por estarem
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associados a reducao da erosao. A quitosana é um polissacarideo proveniente da
desacetilacdo da quitina que é obtida essencialmente de exoesqueletos de
artrépodes. Por ser uma macromolécula ndo toxica, sua estrutura quimica unica
apresenta-se em forma de um polication linear com alta densidade de carga e de
grupos reativos, além de inumeras ligagbes de hidrogénio que l|he conferem
excelente propriedade de biocompatibilidade (Kumar, 2000). Dentre as suas
propriedades bioldgicas, algumas se destacam mais por apresentarem maior
relevancia clinica dentro da pratica odontologica, tais como: a capacidade
antioxidante (Sun et al., 2007), antimicrobiana (Elsaka et al., 2012; Matica et al.,
2017; Garcia-Godoy et al., 2018), inibicdo da formacgdo de biofiimes (Choi et al.,
2019; dos Santos et al., 2019; Khan et al., 2019; Junge et al., 2020), cicatrizante
(Minagawa et al., 2007; Choi et al., 2019; Fang et al., 2019) e anti-inflamatéria (Kim
et al., 2006; Martin et al., 2019).

Além destas inumeras propriedades, este biopolimero pode ser carregado
positivamente em baixo pH (Claesson et al., 1992) e esta caracteristica Ihe confere a
capacidade de formar uma camada aderida a dentina que pode protegé-la contra os
ataques acidos (Ganss et al., 2011). Esta camada é formada porque a quitosana
possui um forte potencial zeta positivo que facilmente adsorve as superficies com
um forte potencial zeta negativo como a estrutura dentaria (Weerkamp et al., 1988).
Seu efeito protetor pode ser ainda mais consistente in vivo porque a quitosana pode
se aderir a pelicula adquirida (van der Mei et al., 2007; Sieber et al., 2019) e ainda
formar multiplas camadas na presenga de mucina (Svensson et al., 2006; Sieber et
al., 2019). Por causa destas caracteristicas, a quitosana tem sido adicionada a
varios agentes anti-erosivos com o intuito de aprimorar os materiais odontolégicos
para que se tornem mais eficazes no tratamento da erosdo dentaria. Um dos
veiculos utilizados € o dentifricio com ou sem o fluor (agente ativo) (Ganss et al.,
2011) e/ou com ou sem estanho (Ganss et al., 2012; Schlueter et al., 2014; Lussi et
al., 2015; Pini et al., 2019). A adi¢cado de quitosana nestes veiculos demonstrou ser
tdo eficaz ou até melhor do que qualquer outro dentifricio fluoretado (controle) na
reducdo da perda erosiva.

Outra opg¢ao promissora para a prevencao da desmineralizagdo é a
utilizagao fosfoproteinas derivadas do leite, como a caseina, que apresenta funcao
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semelhante as proteinas responsaveis pela biomineralizagdo dentaria (Kucuk et al.,
2016; Bajaj et al., 2016). Sob condi¢des acidas do ambiente bucal, o fosfopeptideo
de caseina expressa uma sequéncia especifica que aumenta consideravelmente a
solubilidade do fosfato de calcio, responsavel por liberar ions calcio e fosfato
(Cochrane, 2010; Chandak et al., 2016; Ebrahimi et al., 2017). O grande reservatorio
de calcio dentro da placa atrasa a difusao de ions livres de calcio e fornece uma
fonte de calcio para remineralizagdo, além de restringir a perda de minerais durante
um episodio acidogénicos (Chandak et al., 2016; Ebrahimi et al., 2017; Zhao et al.,
2017). A incorporagdo de peptideos de caseina na placa e saliva aumenta o
conteudo de calcio e fosfato no esmalte, diminuindo sua desmineralizagdo e
melhorando o processo dindmico de remineralizacdo quando submetido a desafios
erosivos na superficie dentaria (Philip, 2019).

Apesar de ter obtido resultados promissores utilizando estes compostos,
sabe-se que os produtos fluoretados ainda sdo os mais utilizados e frequentemente
recomendados dentro da pratica clinica. Por isso, existem diversas pesquisas
desenvolvendo compostos fluoretados modificados para que possam apresentar
propriedades superiores na pratica clinica (Buyukyilmaz et al., 1997). Um exemplo
deste composto € o verniz de tetrafluoreto de titdnio (TiFs) que vem despertado
grande interesse entre os pesquisadores, ndo sO por apresentar na sua composi¢cao
o fluor que atua no processo de remineralizagcdo dentaria (Exterkate et al., 2007),
mas também por possuir baixa solubilidade frente a um pH bucal acido (Hals et al.,
1981). Além disso, apresenta um pH neutro e € um composto fisiologicamente inerte
de grande estabilidade (Nobrega et al., 2008).

Uma vez que o TiF4 € aplicado na estrutura dentaria, a reagao deste
composto com o oxigénio, presente no meio, provoca a liberagédo de alguns produtos
secundarios como o dioxido de titanio. Consequentemente, o dioxido de titanio
acaba se precipitando na forma de uma pelicula branca acido resistente que se
mantém adsorvida a superficie do elemento dentario (Buyukyilmaz et al., 1997).
Mesmo em valores muito baixos de pH (1-2), o TiF4 tem sua reatividade aumentada
o que favorece a formagao de ligagbes quimicas do titdnio e oxigénio com o grupo
fosfato da estrutura dentaria na formagao da pelicula de didxido de titanio (Yu et al.,
2012). Este verniz foi testado em alguns estudos (Magalhaes et al., 2010; Levy et
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al., 2014; Comar et al., 2015) e resultados positivos foram encontrados em relagao a
perda de mineral, ou seja, o TiF4 possui grande capacidade de inibicdo da
desmineralizagcdo dentaria, podendo ser utilizado em pacientes com eroséo dentaria.

Desta forma, observa-se que atualmente existem diversos protocolos para o
tratamento a erosdo dentinaria, tais como o uso de fluoretos, produtos a base de
fosfato de calcio, clorexidina entre outros, contudo ainda ndo ha nenhum material
capaz de paralisar e/ou prevenir o processo erosivo. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de diferentes tratamentos para interceptar o processo de

erosao dentinaria.
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2. PROPOSIGAO

O presente trabalho teve por objetivo, avaliar o efeito de diferentes
tratamentos sobre a dentina erodida para interceptacao das consequéncias do
processo erosivo promovido por acido cloridrico na forma liquida e gasosa,
associado ou nao a abrasao. A analise foi realizada por meio da Microscopia
Confocal a Laser 3D, Tomografia de Coeréncia Optica e Espectroscopia Micro
Raman.
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3. MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

Este estudo foi fatorial 4 X 2, tendo como fatores analisados o
Tratamento Superficial em quatro niveis: auséncia de tratamento (G1);
tratamento com gel de quitosana (G2); tratamento com hidrogel experimental
(G3) e tratamento com verniz de TiF4 (G4) e Abrasdo em dois niveis: com e sem
abrasdo. O fator eros&o realizado com acido HCI na forma liquida e gasosa foi
analisado individualmente em cada grupo.

As unidades experimentais utilizadas foram 400 fragmentos de
dentina radicular obtidas de incisivos bovinos, divididos aleatoriamente em 4
grupos experimentais (n=60) de acordo com o tipo de tratamento, e subdivididos
em 2 subgrupos (n=30) de acordo com o tipo de abrasao (com ou sem abras&o).
Em cada grupo, metade dos espécimes foram submetidos ao processo erosivo
com HCI liquido (n=15) e a outra metade ao processo erosivo com HCI gasoso
(n=15).

O estudo foi realizado de acordo com o delineamento em blocos
completos casualizados. As variaveis de resposta quantitativa foram o perfil de
desgaste, degrau, perda de volume, rugosidade de superficie, contagem do
numero/area/perimetro dos tubulos dentinarios por meio da microscopia confocal
a laser 3D e a intensidade do brilho adimensional e profundidade da
remineralizagdo pela tomografia de coeréncia Ooptica (n=5). As alteragdes
quimicas da superficie da dentina foram avaliadas qualitativamente por
espectroscopia Micro Raman (n=5) (Figura 1).

Seleg¢do da Amostra

Para obtencdo dos espécimes (Figura 2), foram selecionados
incisivos bovinos integros armazenados, previamente, em solugdo de formol a
2% com pH 7,0. Os dentes com presenca de trincas, manchas hipoplasicas ou
acentuado desgaste foram descartados. ApOs a limpeza adequada dos
especimes, o0s incisivos bovinos foram fixados com cera escultura (Asfer

Industria Quimica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) em uma placa de acrilico para serem
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levados posteriormente a uma maquina de corte de precisdo (Isomet 1000,

Buehler, Lake Bluff, USA) para separar a coroa da raiz com um disco
diamantado (Buehler®, Diamond Wafering Blade, Serie 15HC Diamond, Arbon

Size Y2 - 12,7cm, 10cm x 0,3mm) refrigerado por agua. A secc¢ao foi realizada na

juncdo amelocementaria para obter fragmentos de dentina radicular com

dimensdes de 3 x 3 x 2 mm da regido cervical da raiz dos incisivos bovinos.
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Fonte: Delineamento fornecido pelo autor deste trabalho.
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Em seguida, os fragmentos de dentina foram fixados em cilindros

de resina acrilica para a realizagdo da planificacdo e remocdo do cemento

radicular com lixa de oxido de aluminio de granulagdo #600 e #1200 (Norton

Abrasivos Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com o auxilio da politriz Arotec APL-4 (Arotec

S/A Ind. e Comeércio, Sdo Paulo/SP, Brasil). Ao final da planificacdo e remogao

do cemento, os espécimes foram imersos em agua deionizada, sob agdo do

ultrassom (Ultrasonic Cleaner T-1449-D, Odontobras Industria e Comércio,

Ribeirdo Preto — SP, Brasil) por 5 minutos para lavagem e remogao de residuos.
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Figura 2. Esquema da sequéncia preparatoria dos espécimes neste estudo.
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Fonte: Esquema fornecido pelo autor deste trabalho.

Impermeabilizacdo dos Espécimes

Para o processo de impermeabilizagdo dos fragmentos de dentina
radicular utilizou-se a resina composta (Filtek™ Z350, cor A1, 3M ESPE, USA)
sem a aplicagao de sistema adesivo (Figura 3). Neste procedimento foi utilizada
uma matriz confeccionada para padronizar o formato da resina que envolve o
fragmento de dentina em todas as amostras. A polimerizagdo da resina
composta foi efetuada por meio do fotopolimerizador Poly Wireless (Kavo,
Joinville, Santa Catarina, Brasil) com 1100 mW/cm? por 20 segundos (Faraoni et
al., 2018).

A impermeabilizagao foi efetuada com o intuito de proteger todas as
faces do fragmento com resina composta durante o desafio erosivo, exceto uma
parte da face externa (3 mm) que permaneceu sem resina. A parte central desta
face foi coberta com resina composta para ser utilizada posteriormente como

referéncia de dentina higida (1 mm).
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Figura 3. Esquema de preparagao da amostra.

Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.

Erosé&o inicial e Sele¢éo dos Fragmentos

Inicialmente os espécimes foram armazenados individualmente em
5 ml de saliva artificial (Amaechi et al., 1999) por 2 horas a 37 °C, em seguida
estes espécimes foram submersos individualmente em 5 ml de acido cloridrico
(HCI) liquido (pH 1,2; 0,1 Molar) em uma concentragdo de 0,3 % a 37 °C pelo
tempo de 20 segundos, sob agitagdo de 40 rpm em mesa agitadora (Orbital CT-
155, Cientec Equipamentos, Sao Paulo, Brasil). Foram realizadas 3 exposi¢des
em acido cloridrico liquido, e entre cada exposicdo, os espécimes foram
armazenados em saliva artificial a 37 °C pelo periodo de 1 hora (Faraoni et al.,
2018). A quantidade de saliva artificial utilizada foi de 5 ml para cada espécime.

Andlise Inicial

Apoés o ciclo de eroséao inicial, os espécimes foram armazenados
em saliva artificial (Amaechi et al, 1999) a 37 °C por 12 horas para
posteriormente serem realizadas analises morfologicas da superficie em
microscopio confocal a laser 3D (LEXT OLS4000, Olympus, Toquio, Japao).

Para cada espécime foram capturadas duas imagens em uma area central
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padronizada que compde o baseline. Os espécimes que apresentarem trincas,
malformagdes na superficie ou tubulos dentinarios obliterados foram
substituidos.

Apos a selegcdo dos espécimes, estes foram aleatoriamente
divididos em 4 grupos (n=60) de acordo com o tratamento a ser realizado. Para a
tomografia de coeréncia optica (n=5) e Micro Raman (n=5) foram realizadas
leituras apos a aplicagao do tratamento.

Apos a selecao de 240 espécimes, 0os mesmos foram
aleatoriamente divididos entre os diferentes grupos experimentais, conforme

descrito abaixo:
Grupos Experimentais
o G1: grupo controle;
o G2: hidrogel de quitosana;
o G3: hidrogel experimental;
o G4:verniz a base de 4% TiF4.

Subgrupos Experimentais

o A:com abrasao;
o SA: sem abrasao.

Tratamentos Superficiais

Os espécimes foram tratados de acordo com os seus subgrupos da seguinte

maneira:

o Grupo 1: Grupo controle (sem aplicagao de tratamento)

Auséncia de tratamento.

o Grupo 2: Aplicagéo do hidrogel de quitosana
A quitosana 1,5% (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) em hidrogel foi aplicada nos

espéecimes experimentais com o auxilio de um microbrush ativamente por 10
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segundos e mantido sobre o espécime em uma fina camada de gel até
completar o periodo de 4 minutos. Em seguida o gel foi cuidadosamente

removido com cotonete.

o Grupo 3: Aplicagdo do hidrogel experimental (sigilo Patente
submetida)
O hidrogel experimental foi aplicado nos espécimes experimentais com o auxilio
de um microbrush ativamente por 10 segundos e mantido sobre o espécime em
uma fina camada de gel até completar o periodo de 4 minutos. Em seguida o gel

foi cuidadosamente removido com cotonete.

o Grupo 4: Aplicacio de verniz de TiF4
Verniz de TiF4 (FGM/Dentscare, Brasil): Os espécimes experimentais receberam
a aplicacdo de uma camada de aproximadamente 2 mm de verniz com o auxilio
de um microbrush. Apds o tempo de secagem de 1 minuto, os espécimes foram
imersos em saliva artificial por 6 horas. O verniz foi cuidadosamente removido

antes da sua mensuracao pela microscopia confocal a laser 3D.

No final destes tratamentos, todas as amostras foram mantidas em
saliva artificial a 37 °C. A seguir, as amostras de todos os grupos foram divididas
em dois subgrupos de acordo com a presenga de abrasdo (com ou sem) e
subdivididos de acordo com o tipo de desafio erosivo.

Desafios Erosivos

Os espécimes foram individualmente armazenados em 5 ml de
saliva artificial a 37 °C por 2 horas e depois cada grupo foi exposto aos desafios
erosivos (HCI na forma liquida ou gasosa) associado ou ndo ao fator abrasao
(com ou sem abraséo) (Faraoni et al., 2018).

Ciclo Erosivo

o HCI na forma liquida: Para a erosdo da dentina com acido
cloridrico (HCI) na forma liquida, os espécimes foram individualmente expostos a
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5 ml de solugao de acido cloridrico (pH 1,2; 0,1 Molar; concentragéo de 0,3%) a
37 °C no periodo de 20 segundos sob agitagao de 40 rpom em mesa agitadora
(Orbital CT-155, Cientec Equipamentos, Sao Paulo, Brasil). A exposi¢do ao HCI
foi realizada 6 vezes ao dia, durante 6 dias, sendo trocada a solugdo de HCI
ap6s cada exposicdo ao acido cloridrico. Entre as exposi¢bes ao acido, os
espécimes foram lavados com agua deionizada e individualmente armazenados
em 5 ml de saliva artificial a 37 °C pelo intervalo de 1 hora entre cada
exposi¢ao, e de um dia ao outro ao final de cada ciclo de degradagao (Faraoni et
al., 2018), sendo a saliva artificial trocada diariamente (Figura 3).

Figura 4. Esquema dos desafios erosivos em HCI liquido.

Abrasgo

1 h Saliva

Saliiva Artificial
2

1 h Saliva

1 h Saliva 1 h Saliva

2 h saliva 1 h Saliva

Abraséio

Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.

o HCI na forma gasosa: Para a erosao da dentina com o
acido cloridrico (HCI) na forma gasosa, os espécimes foram expostos ao gas de
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HCl (pH 1,2) a 37 °C no periodo de 20 segundos em 1 ATM de presséo
atmosférica. A exposi¢cao dos espécimes ao gas de HCI foi realizada por meio de
um dispositivo que controla a temperatura do gas de HCI. Para produzir o gas,
foi aquecido 500 ml de solugdo de HCI com concentracdo de 15,84 % (Derceli,
2014). A solugéo foi aquecida e o pH foi controlado com auxilio de uma fita de
papel indicador pH Acilit® (Merck, KGaA, Darmstadt, Alemanha). A exposi¢ao foi
realizada 6 vezes ao dia, durante 6 dias, e a solucdo de HCI foi trocada
diariamente para garantir as condi¢cbes ideais do gas. Apds a exposi¢cao ao
acido, os espécimes foram lavados com agua deionizada e armazenados
individualmente em 5 ml de saliva artificial a 37 °C pelo intervalo de 1 hora,
entre cada exposi¢ao, e de um dia a outro ao final de cada ciclo de degradagao
(Faraoni et al., 2018), sendo a saliva trocada diariamente para mimetizar o

ambiente bucal (Figura 4).

Figura 5. Esquema dos desafios erosivos em HCI gasoso.
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Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.
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Eroséo associada a abrasao

Metade dos espécimes foram submetidos ao processo de abrasao,
que foi realizada com escovas dentarias (Oral-B, S&o Paulo, Brasil) de cabeca
pequena e cerdas macias, as quais simularam a técnica rotacional de
escovagao. As escovas foram colocadas em um dispositivo para padronizar a
posicdo e altura da escova em relagdo ao fragmento. Apds posicionar os
espécimes perpendicularmente as cerdas da escova dental, 0,5 ml de gel dental
(Cocoricd, Bitufo, Sdo Paulo, Brasil) (sem fluor e com silica abrasiva) foi
colocado entre cada fragmento e a escova dental (previamente umedecida com
agua deionizada). Durante a escovacgao foi aplicada uma forca de 200 gf com
peso colocado sobre a cabeca da escova. Foram realizadas 2 escovacgdes por
dia, durante 20 segundos, sendo os espécimes escovados a cada 3 exposigdes
ao acido HCIl. Apos a escovagdo, os espécimes foram lavados com agua
deionizada e armazenados individualmente em 5 ml de saliva artificial (Amaechi
et al.,1999) a 37°C pelo intervalo de 1 hora, apds a primeira escovagéo, e de um
dia a outro apds a segunda escovacgao (Faraoni et al., 2018), sendo a saliva
trocada diariamente.

A escovacéo foi realizada entre a 3° e a 4° exposi¢ao ao HCI, com
intervalo de 1 hora entre os desafios e apds a 6° exposicdo ao HCI e 1 hora na
saliva. Para os grupos sem escovagao, o intervalo foi de 2 horas entre a 3°e a 4°
exposicao ao HCl para manter o mesmo tempo de intervalo (Faraoni et al.,
2018). Para realizar as analises, a resina composta colocada sobre a dentina
higida (referéncia) foi removida delicadamente. Em seguida, foi realizada a
limpeza dos espécimes com ultrassom (Ultrasonic Cleaner T — 1449 — D,
Odontobras Industria e Comeércio, Ribeirdo Preto — SP, Brasil) por 5 minutos, e
entdo os espécimes foram lavados com agua deionizada. Os tratamentos foram
repetidos 2 vezes durante todo o processo erosivo, sendo 1 antes da ciclagem
erosiva e outra no inicio do 4° dia de ciclagem (Figura 5).

Andlises Realizadas

Microscopia Confocal a Laser 3D
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ApoOs os desafios erosivos/abrasivos em HCI liquido/gasoso e
tratamentos preventivos, a resina composta isolante foi removida delicadamente
com auxilio de um alicate expondo a area referéncia. O fragmento foi
posicionado sobre a mesa do microscopio confocal a laser 3D (LEXT
OLS4000®, Olympus, Tokyo, Japao) no qual foram capturadas as imagens
através de um laser semicondutor (A = 405 nm) presente no microscépio. As

imagens foram analisadas por meio de software OLS 4000. As areas mais re-

Figura 6. Sequéncia de analises realizadas.
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Fonte: Foto fornecida pelo autor deste trabalho.

presentativas foram gravadas por meio de zoom Optico. Apds a aquisicdo das
imagens, estas foram analisadas quanto ao perfil de desgaste, degrau, perda de
volume, rugosidade de superficie e contagem, perimetro e volume dos tubulos

dentinarios.

o Para a analise do perfil de desgaste foram realizadas leituras
englobando a area higida (referéncia) e a area erodida. O perfil de desgaste foi
determinado pela distdncia em micrometros entre a linha média do grafico e a

linha de desgaste (area erodida).
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o Para a analise da perda de volume foi tragado um plano
baseado na area higida (referéncia) e toda a estrutura perdida abaixo desse
plano foi calculada em um?3. Esta analise determina a quantidade de tecido
mineralizado perdido durante os processos erosivos ou erosivos/abrasivos. Para
manter a mesma proporgéo para todos os espécimes empregou-se a razao do

volume de estrutura perdida (um?3) pela area (um?) de dentina degradada.

Figura 7. Figura representativa da analise do perfil de desgaste (um) realizada.

Area Referéncia: corresponde a dentina sadia protegida por resina composta. Area

Tratada: corresponde a regido da dentina submetida aos ciclos erosivos e aplicagdes

dos tratamentos (107x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.

o Para a analise do degrau, foram realizadas leituras desde a
borda da area higida (referéncia) até o ponto mais baixo da area erodida (altura
pum). Essa mensuragdo determina o degrau formado pelo substrato dentinario

bem como o volume perdido.

o Para a analise de rugosidade, foram realizadas leituras na
area higida (referéncia) e leituras na area erodida (um). Esta analise determina

se os tratamentos promoveram distintos padrdes de texturas na superficie.
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Figura 8. Figura representativa da analise de perda de volume (um?3) realizada.

dos tratamentos (107x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.

o Para as analises de contagem, perimetro e volume dos
tubulos dentinarios, realizou-se a captagdo das imagens com objetiva de 100x
em uma regido padronizada na dentina inicialmente erodida e apds a aplicagao
do tratamento. Estas analises determinaram a morfologia da superficie
dentinaria, se os tratamentos promoveram o fechamento de tubulos ou

diminui¢cdo do perimetro e volume dos tubulos dentinarios.

Figura 9. Figura representativa da analise de degrau (um) realizada.

Area Referéncia: corresponde a dentina sadia protegida por resina composta.



56

Area Tratada: corresponde a regido da dentina submetida aos ciclos erosivos e

aplicagdesdos tratamentos (107x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.

Figura 10. Figura representativa da analise de rugosidade (Sa) realizada.

Area Tratada: Andlise de rugosidade da superficie da dentina submetida aos ciclos

erosivos e aplicagdes de tratamentos. Fonte: foto fornecida pelo autor.

Figura 11. Figura representativa da analise de rugosidade (Sa) realizada.
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Area Tratada: Mensuragdo do numero, perimetro e volume dos tubulos dentinarios
adquiridos pelo Software Olympus LEXT OLS4000® para analise superficial em

Microscopia Confocal a Laser 3D (2132x de aumento). Fonte: foto fornecida pelo autor.
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Tomografia de coeréncia optica (OCT)

Foram realizadas analises em 5 espécimes de cada grupo (n=5). A
medicdo da profundidade e area de remineralizacdo apds o0 processo
erosivo/abrasivo, bem como o coeficiente de atenuacdo O6ptica, foi realizado
utilizando um sistema de tomografia de coeréncia 6ptica (OCT - OCP930SR,
Thorlabs Inc., Newton, NJ, EUA), com 2 mW de poténcia éptica, comprimento de
onda central de 930 nm, largura de banda espectral de 100 nm, resolugéo axial
de 4,0 um e lateral de 6,0 um.

O posicionamento de cada linha de varredura foi padronizado e
mantido durante todos os experimentos. As imagens tomograficas obtidas (B-
scan) foram analisadas pelo software Imaged (Instituto Nacional de Saude,
Bethesda, MD, EUA), que permite definir uma regido de interesse, bem como a
area e a profundidade das lesdes. A média do coeficiente de atenuacao 6ptica
de cada B-scan foi analisada usando um algoritmo desenvolvido em LabView 8
(National Instruments, Austin, TX, EUA), no qual foi utilizada uma equagéao
semelhante a lei de Beer-Lambert para calcular o coeficiente de atenuacao
optica. a intensidade da luz retrodifundida em funcdo da profundidade da
amostra (Cara et al., 2014).

Figura 12. Figura representativa na analise de intensidade e profundidade de

remineralizagao dentaria.
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Espécime dividido em: dentina tratada, dentina sadia e dentina inicialmente erodida.

Fonte: foto fornecida pelo autor.
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Analises na Espectroscopia Micro Raman

As medicbes foram realizadas em temperatura ambiente por meio
de um microscopio Raman dispersivo SENTERRA Il (Bruker Optik GmbH,
Ettlingen, Alemanha). O espectro Raman foi medido com um sistema micro
Raman com uma fonte de laser 785 nm e foi registrado de 400 a 2000 cm™, com
25 mW e objetiva de 10x com o aumento final de 100x. Os espectros foram
adquiridos em posi¢des correspondentes a intervalos de 0,5 pym na interface
entre a area de controle e a area tratada, usando o estagio x-y-z controlado por
computador com uma largura de passo minima de 50 nm. Os espectros Raman
foram coletados ao longo de trés varreduras de linha para cada amostra de 20

Mm de comprimento, com espago de 10 um entre as linhas.

Figura 13. Figura representativa da analise das ligagbes quimicas dos

especimes.
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Mensuracdo das ligacbes quimicas por meio da espectroscopia Micro Raman. Fonte:

foto fornecida pelo autor.

Analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para analise em MEV, transformamos o hidrogel experimental em

membrana e testamos sobre os espécimes (n=15) seguindo 0 mesmo modelo de
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ciclo erosivo deste estudo. Apds o ciclo erosivo, a dentina foi imersa em solugao
de glutaraldeido a 2,5% tamponado com solugédo de cacodilato de sédio por 12
horas a 0,1M com pH 7,4 (Merck KGaA, Darmstadt, D-64293, Alemanha) em
temperatura de 4°C. Seguida de lavagem com agua deionizada, por 1 hora. A
desidratacdo dos espécimes ocorreu por meio da embebicdo dos mesmos em
diferentes concentragdes de etanol (Labsynth Ltda., Diadema, SP, Brasil) por um
periodo pré-determinado (25% por 20 minutos, 50% por 20 minutos, 75% por 20
minutos, 90% por 30 minutos e 100% por 1hora). Imersdo em solugdo de HMDS
(Merck KGaA, Darmstadt, D-64293, Alemanha) por 10 minutos, seguida de
secagem com papel absorvente.

A fixacdo dos espécimes em stubs foi realizada por meio de fita
adesiva de carbono dupla-face (Electron Microscopy Sciences, Washington,
EUA) e cobertura com carbono em aparelho de metalizagdo a vacuo (SDC 050,
Bal-Tec AG, FL9496, Balzers, Liechtenstein). As morfologias e localizagbes dos
precipitados foram avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura por
emissdo de campo (FE-SEM; Sirion 200, FEI Co, EUA), as margens (diferentes

aumentos) foram realizadas para analise visual da superficie da dentina.

Analise de dados

Para a analise quantitativa (degrau, perda de volume, perfil de
desgaste, rugosidade, contagem, area e perimetro dos tubulos dentinarios,
intensidade e profundidade de remineralizagédo) foi realizada a distribuicdo dos
dados que apresentaram-se normais e homogéneos, em seguida, foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) a dois critérios e teste de Tukey
para diferenciagdo das médias com nivel de sgnificancia de a=5%. Para a
analise qualitativa (ligagdes quimicas e morfologicas) foi realizada a analise
descritiva dos dados. O software SPSS Statistics 17 foi empregado para a
avaliacao dos espécimes.









64

4. RESULTADOS

Foi realizada a analise comparativa do processo erosivo com acido HCI
liquido e gasoso e observou-se que para o perfil de desgaste, perda de volume e
degrau houve diferenga significante entre os desafios erosivos do HCI na forma
liquida e gasosa. Desta forma, optou-se por realizar a analise individual em cada

grupo.
Acido cloridrico gasoso

Perfil de Desgaste

Para a analise de perfil de desgaste, no fator tratamento o grupo controle foi
estatisticamente semelhante ao grupo quitosana (p=0,97) e verniz TiF4 (p=0,99),
porém apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo
experimental (p<0,001). O grupo experimental apresentou menor perfil de desgaste e
foi estatisticamente diferente dos outros grupos (p<0,001).

Para o fator abrasdo, observou-se que o subgrupo sem abrasdo foi
estatisticamente diferente do subgrupo com abrasdo (p<0,001). Na Tabela 1,
observou-se que todos os subgrupos apresentaram uma maior perda de volume
quando associado a abrasdo do que sem a abrasao (p<0,05), com exceg¢ao do grupo
experimental que foi semelhante nas duas situag¢des (p>0,05). Para os espécimes sem
abrasdo n&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Contudo, para a abrasao, o grupo experimental foi estatisticamente diferente do verniz
(p<0,05) e semelhante aos outros grupos (p>0,05).

Tabela 1. Média e desvio padréo dos valores de perfil de desgaste (um) para dentina

radicular ap6s o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem abraséo).

Desafios Tratamentos ¢/ Abrasao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 0,57+0,33 ABa 0,1910,06 Ab
Quitosana 0,56+0,34 ABa 0,13+0,14 Ab
HCI Liquido Experimental 0,25+0,17 Ba 0,03+0,19 Ab
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Verniz TiF4 0,62+0,58 Aa 0,10+0,16 Aa

Letra maiuscula representa comparacao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perda de volume

Para a analise de perda de volume, no fator tratamento, o grupo controle foi
estatisticamente semelhante ao grupo quitosana (p>0,05) (p=0,13), porém apresentou
diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo experimental e o verniz
(p<0,001). O grupo experimental foi semelhante ao verniz (p>0,05).

Para o fator abrasdo, observou-se que o0 subgrupo sem abrasdo foi
estatisticamente diferente do subgrupo com abrasdo (p<0,001). Na Tabela 2,
observou-se que todos os subgrupos apresentaram uma maior perda de volume
quando associado a abrasao do que sem a abrasao (p<0,05). Para os subgrupos sem
abrasdo n&o houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Contudo, para os espécimes com abrasado, o grupo experimental foi estatisticamente

diferente do controle e quitosana (p>0,05), e semelhante ao verniz (p>0,05).

Tabela 2. Média e desvio padrdao dos valores de perda de volume (um3/um?) para

dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséo
Erosivos
Controle 3,08E7+7,78E6 Aa 9,70E6+3,69E6 Ab
Quitosana 2,73E7+7,13E6 ABa 5,88E6+4,25E6 Ab
HCI Liquido Experimental 1,693E718,70E6 Ca 2,80E616,32E6 Ab
Verniz TiF4 2,079E7+8,36E6 BCa 3,71E6+2,81E6 Ab

Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
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HCI liquido HCI gasoso

HCI liquido HCI gasoso

HCI liquido HCI gasoso

HCI liquido HCI gasoso

Figura 14. Analise do perfil de desgaste, perda de volume, degrau por Microscopia
Confocal a Laser 3D. A) Grupo controle (sem tratamento) tratado com HCI liquido e
gasoso; B) Grupo hidrogel de quitosana tratado com HCI liquido e gasoso; C) Grupo
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hidrogel experimental tratado com HCI liquido e gasoso; D) Grupo verniz de TiF4

tratado com HCI liquido e gasoso.

Na Figura 14, observa-se que o processo erosivo com HCI liquido promoveu a

perda de estrutura dentinaria mais intensamente do que para o processo erosivo

com HCI gasoso.

Degrau

Para a analise de degrau, observou-se que no fator tratamento o grupo controle

apresentou diferenga estatisticamente significante em

relagdo aos grupos

experimental (p<0,001) e verniz (p=0,001) A quitosana apresentou um comportamento

semelhante ao grupo controle (p=0,77).

Para o fator abrasdo, observou-se que o subgrupo sem abrasdo apresentou

menor degrau e foi estatisticamente diferente do subgrupo com abrasao (p<0,001).

Na Tabela 3, observou-se que todos os subgrupos apresentaram o degrau maior

quando associado a abrasdo do que sem a abrasao (p<0,05). O grupo controle foi

semelhante a quitosana (p>0,05) e diferente dos grupos experimental e verniz

(p<0,05) que foram semelhantes entre si (p>0,05).

Tabela 3. Média e desvio padréo dos valores de degrau (um) para a dentina radicular

apos o ciclo erosivo e aplicagao dos tratamentos (com e sem abraso).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 38,87+6,78 Aa 23,8615,82 Ab
Quitosana 36,1345,36 Aa 23,07+3,89 Ab
HCI Liquido Experimental 22,5545,00 Ba 7,5415,39 Bb

Verniz TiF4

25,53+14,96 Ba

10,39+1,88 Bb

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
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Rugosidade

Para a analise de rugosidade, o fator tratamento ndo apresentou diferencga
estatisticamente significante (p>0,005) entre os grupos, sendo observado o0 mesmo
comportamento para o fator abrasgo, no qual ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,005) entre os subgrupos com e sem abrasao (Tabela 4).

Tabela 4. Média e desvio padréo dos valores de rugosidade da superficie (Sa-um) para
a dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abraséo).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséo
Erosivos
Controle 0,67+0,22 Aa 0,57+0,10 Aa
Quitosana 0,67+0,24 Aa 0,70+0,16 Aa
HCI Liquido Experimental 0,6410,09 Aa 0,6510,10 Aa
Verniz TiF4 0,64+0,14 Aa 0,6240,13 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
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Area tratada Area abrasionada

Area tratada Area Abrasionada

Area tratada Area Abrasionada

Area tratada Area Abrasionada

Figura 15. Analise do perfil de desgaste, perda de volume e degrau formado por meio
da Microscopia Confocal a Laser 3D. Interface entre a area referéncia e dentina apos

ciclo erosivo e interface entre a area referéncia e dentina com abrasdo. A/B) Grupo
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experimental apos ciclo erosivo e tratamento com hidrogel experimental; F) Grupo
verniz de TiF4 apds ciclo erosivo e tratamento com verniz de TiFs.

Contagem dos tubulos dentinarios

Em relagéo as analises mensuradas dos tubulos dentinarios expostos, no fator
tratamento, o grupo controle foi estatisticamente semelhante a quitosana (p=0,34) e
ao verniz (p=0,70), porém apresentou diferenga estatisticamente significante em
relagdo ao grupo experimental (p<0,001) que apresentou o maior numero de tubulos
dentinarios ocluidos.

Para o fator abrasdo, observou-se que o0 subgrupo sem abrasdo foi
estatisticamente semelhante ao subgrupo com abrasdo (p>0,05). Na Tabela 5,
observou-se que o grupo experimental foi estatisticamente diferente de todos os

subgrupos (p<0,05) nas duas situagdes (com e sem abrasao).

Tabela 5. Média e desvio padrao do numero dos tubulos dentinarios expostos apos o
ciclo erosivo e aplicagao dos tratamentos nos diferentes grupos com e sem abraséao.

Desafios Tratamentos ¢/ Abrasao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -64,33+125,36 Aa 32,47+90,62 Ab
Quitosana -55,47+87,80 Aa -45,87+75,40 Aa
HCI Liquido Experimental -205,13+57,39 Ba -203,47+26,14 Ba
Verniz TiF;4 4,531459,75 Aa 8,53183,28 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Area dos tubulos dentinérios

Para a analise da area dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, o grupo
controle foi semelhante ao verniz (p=0,24) e estatisticamente diferente do grupo
experimental (p<0,001). Em relagdo a abrasdo observou-se uma diferenca
significativa (p=0,005) entre o subgrupo com e sem abras&o. Na tabela 6 observou-se
que todos os grupos apresentaram-se semelhantes estatisticamente (p>0,005) nos

subgrupos com e sem abrasdo e apenas nos espécimes nao abrasionados que o
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grupo experimental apresentou diferenga estatistica em relagdo aos grupos controle
e verniz (p<0,05).

Tabela 6. Média e desvio padrao da area (um) dos tubulos dentinarios apoés o ciclo

erosivo e aplicagc&do dos tratamentos para os diferentes grupos com e sem abraséao.

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -1,124+4,50 Aa 1,04+2,69 Aa
Quitosana -3,69+2,73 Ab -1,34+1,86 AB
HCI Liquido Experimental -2,35+2,67 Aa -2,68+3,99 Ba
Verniz TiF4 -2,91+3,90 Ab -0,32+2,86 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perimetro dos tubulos dentinarios

Em relacdo ao perimetro dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, apenas
o grupo experimental apresentou diferenca estatisticamente significante em relagéo
ao controle (p=0,02). A quitosana e o verniz apresentaram um comportamento
semelhante ao grupo controle (p=0,93). Para o fator abrasdo nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os subgrupos com e sem abraséo (p<0,05). Na
tabela 7, observou-se que apenas o grupo experimental promoveu uma diminuigdo do

perimetro dos tubulos dentinarios.

Tabela 7. Média e desvio padrdo do perimetro (um) dos tubulos dentinarios apés o

ciclo erosivo e aplicagéo dos tratamentos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 1,07+4,02 Aa 0,87+2,26 ABa
Quitosana -0,18+3,32 Aa 0,38+1,70 ABa
HCI Liquido Experimental -1,02+3,76 Aa -2,51+4,79 Ba
Verniz TiF;4 -0,4245,00 Aa 1,75+3,28 Aa

Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).
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tratamento); A/B) Grupo controle; C/D) Grupo hidrogel de quitosana. E/F) Grupo

hidrogel experimental. G/H) Grupo verniz de TiF4.

Tomografia de coeréncia optica

Para a analise de espessura superficial da mineralizacao, no fator tratamento, nao
houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos. Para o fator
abrasdo, nao houve diferenga estatisticamente significante (p>0,05) entre os
subgrupos com e sem abrasao (Tabela 8).

Tabela 8. Média e desvio padrao da espessura superficial de mineralizacdo nos
diferentes grupos apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abrasédo s/ Abraséao
Erosivos
Controle 0,025+0,006 Aa 0,277+0,017 Aa
Quitosana 0,029+0,012 Aa 0,032+0,014 Aa
HCI Liquido Experimental 0,045+0,016 Aa 0,04+0,022 Aa
Verniz TiF4 0,03710,017 Aa 0,031+0,012 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Espectroscopia Micro Raman

Os dados mostraram na Figura 18 (eros&o liquida) que o grupo hidrogel
experimental apresentou picos referentes ao estiramento do grupo fosfato (v1 960 cm-
1 v3 1044 cm™, v4 582 cm™) e carbonato (1073 cm™') com maior intensidade sendo
semelhante ao grupo dentina sadia. O grupo verniz apresentou os picos referentes ao
fosfato (v1 960 cm™ v4 582 cm™) com menor intensidade e formato alargado e os
grupos controle e quitosana apresentaram picos menos intensos e semelhantes entre

si no formato. O pico referente a amida | (1450 cm™) foi semelhante entre os grupos.
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Figura 18. Grafico dos diferentes tratamentos submetidos a erosado liquida pela
Espectroscopia Micro Raman.

Acido cloridrico gasoso

Perfil de Desgaste

Para a analise de perfil de desgaste, no fator tratamento, observou-se que o
grupo controle foi estatisticamente semelhante ao grupo quitosana (p=0,68) e
diferente dos demais grupos (p<0,05). O verniz apresentou menor perfil de desgaste
e foi estatisticamente diferente dos grupos controle e quitosana (p<0,05), porém foi
semelhante ao grupo experimental (p>0,05).

Em relacdo ao fator abrasdo, observou-se que houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,001) entre os subgrupos com e sem abrasao.
Entretanto, na tabela 9, observou-se que, com excegao do grupo experimental que
apresentou diferenga estatisticamente significante entre os subgrupos com e sem
abraséo, todos os demais grupos apresentaram um comportamento semelhante nas
duas situagdes. Ao analisar apenas a abrasdo, observou-se uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) entre o controle e a quitosana com o verniz, que

por sua vez, sem o processo de abrasao, foi semelhante ao grupo experimental.
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Tabela 9. Média e desvio padréo dos valores de perfil de desgaste (um) para dentina

radicular apés o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem abraséo).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 0,21+0,07 Aa 0,07+0,06 Aa
Quitosana 0,14+0,09 Aa 0,02+0,17 Aa
HCI Gasoso Experimental 0,01+0,31 ABa -0,28+0,17 Bb
Verniz TiF;4 -0,14+0,28 Ba -0,28+0,24 Ba

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perda de volume

Para a analise de perda de volume, no fator tratamento o grupo controle foi
estatisticamente semelhante a quitosana (p=0,26) e ao verniz (p=0,12), porém
apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo experimental
(p<0,001). O verniz e o grupo experimental foram semelhantes entre si (p>0,05).

Para o fator abrasdo, observou-se que 0s subgrupos com abrasdo foram
estatisticamente diferentes dos subgrupos sem abrasdo (p<0,001). Na Tabela 10,
observou-se que todos os grupos apresentaram uma maior perda de volume quando
associado a abrasdo do que sem a abrasédo (p>0,05), com exceg¢do do grupo
experimental que em ambas as situagcdes foram semelhantes entre si (p>0,05). Para
os subgrupos sem abrasao nédo houve diferenga estatisticamente significante entre os

grupos (p<0,05).

Tabela 10. Média e desvio padrdo dos valores de perda de volume (um3®/um?) para
dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).

Desafios Tratamentos c/ Abraséao s/ Abrasao

Erosivos

Controle 1,25E7+3,33E6 Aa 3,22E6+2,31E6 Ab

Quitosana 1,05E7+5,31E6 Aa 1,65E6+1,10E6 Ab
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HCI Gasoso Experimental 5,03E6+6,07E6 Ba 1,27E6+3,50E6 Aa

Verniz TiF4 8,75E6+2,985E6 ABa 1,99E6+3,74E6 Ab

Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Degrau

Na analise de degrau, observou-se que para o fator tratamento, o grupo
controle apresentou diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo
quitosana (p<0,001) e foi semelhante aos grupos experimental (p=0,16) e verniz TiF4
(p=0,95). O grupo quitosana apresentou maior degrau e foi estatisticamente diferente
de todos os grupos (p<0,05).

Em relacdo ao fator abrasdo, observou-se que a abrasdo promoveu maior
degrau e foi estatisticamente diferente do subgrupo sem abrasao (p<0,001). Na tabela
11, observou-se que todos os subgrupos apresentaram o degrau maior quando
associado a abrasdo do que sem a abrasdo (p<0,05). A quitosana apresentou os
maiores valores nas duas situagbes (com e sem abras&o) e foi estatisticamente

diferente dos demais grupos (p<0,05).

Tabela 11. Média e desvio padrdo dos valores do degrau (um) formado na dentina

radicular apos o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem abraséo).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 3,87+2,44 Aa 0,81+0,59 Bb
Quitosana 6,58+2,52 Ba 1,98+1,77 Ab
HCI Gasoso Experimental 2,57+1,42 Aa 0,17+0,74 Bb
Verniz TiF;4 4,87+2,31 Ba 0,31+1,28 Bb

Letra maiuscula representa comparacao entre as colunas. Letra minuscula representa
a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Rugosidade

Para o fator tratamento, o grupo controle foi estatisticamente semelhante ao
grupo quitosana (p=0,89) e ao grupo experimental (p=0,99), porém apresentou
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diferencga estatisticamente significante em relagao ao grupo verniz TiF4 (p<0,001). N&o
houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos controle, quitosana e
experimental (p>0,05).

Para o fator abrasdo, ndo houve diferenca estatisticamente significante
(p>0,05) entre os subgrupos com e sem abrasdo. Este comportamento se manteve
entre os subgrupos, ou seja, ndo houve diferenga estatisticamente significante
(p>0,05) entre os subgrupos com e sem abrasdo (Tabela 12). Aléem disso, pode-se
observar que o verniz apresentou menor rugosidade nas duas situagdes (com e sem
abras&o) (p<0,05).

Tabela 12. Média e desvio padrdo dos valores de rugosidade da superficie (Sa-um)
para a dentina radicular apds o ciclo erosivo e aplicagao dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséao
Erosivos
Controle 0,74+0,24 ABa 0,67+0,14 Aa
Quitosana 0,7710,27 Aa 0,71+0,13 Aa
HCI Gasoso Experimental 0,68+0,12 ABa 0,75+0,10 Aa
Verniz TiF4 0,56+0,23 Ba 0,47+0,13 Ba

Letra maiuscula representa comparagao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Contagem dos tubulos dentinarios

Para a contagem dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, o grupo controle
foi estatisticamente semelhante ao verniz (p=0,99), porém apresentou diferenca
estatisticamente significante em relagao a quitosana (p=0,004) e grupos experimental
(p<0,0001).

Para o fator abrasdo, observou-se que 0 processo abrasivo promoveu maior
obliteragao dos tubulos em comparagcdo ao sem abrasdo que apresentou diferenca
estatisticamente significante (p=0,00008). Para a Tabela 13 pode-se observar que o

numero de tubulos dentinarios expostos foi semelhante nas duas situagdes (com e
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sem abrasao) (p>0,05), com excegao da quitosana e experimental que apresentaram
grande numero de tubulos obliterados quando abrasionados (p>0,05). O grupo
experimental, independente de ter sido abrasionado ou ndo, apresentou um maior
numero de tubulos dentinarios obliterados e foi estatisticamente diferente (p<0,05) dos
demais grupos estudados.

Tabela 13. Média e desvio padrdo do numero dos tubulos dentinarios apds o ciclo
erosivo e aplicagéo dos tratamentos nos diferentes grupos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos ¢/ Abraséao s/ Abrasao
Erosivos
Controle -30,33161,90 Aa 28,13+79,51 Aa
Quitosana -116,07£119,50 Ba -19,80+61,32 Ab
HCI Gasoso Experimental -203,47+40,51 Ca -214,07+57,33 Ba
Verniz TiF;4 -21,87+83,58 Aa 22,93+76,07 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Area dos tubulos dentinérios

Em relacdo a area dos tubulos dentinarios, observou-se que no fator
tratamento, somente o grupo experimental apresentou diferenga estatisticamente
significante em relagéo ao controle (p=0,008). A quitosana e o verniz apresentaram
um comportamento semelhante ao grupo controle (p=0,99). No fator abrasé&o,
observou-se uma diferenga significativa em relacdo a abrasdo e sem abraséo
(p=0,04). Na tabela 14, observou-se que somente o grupo experimental apresentou
menor area e foi estatisticamente diferente do controle (p<0,05).

Tabela 14. Média e desvio padrao da area-uym dos tubulos dentinarios apds o ciclo

erosivo e aplicagédo dos tratamentos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos c/ Abraséao s/ Abrasao

Erosivos

Controle -1,08+4,45 Aa -0,10+2,88 Aa
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Quitosana -2,11+£2,90 ABa -1,711£2,76 ABa
HCI Gasoso Experimental -4,98+3,90 Ba -1,33+2,14 Bb
Verniz TiF;4 -1,85+£1,65 ABa -2,19+2,96 ABa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Perimetro dos tubulos dentinarios

Para o perimetro dos tubulos dentinarios, no fator tratamento, somente o grupo
experimental apresentou diferengca estatisticamente significante em relagdo ao
controle (p=0,002) e verniz (p=0,03). A quitosana (p=0,55) e verniz (p=0,83)
apresentaram um comportamento semelhante ao grupo controle. Para o fator abraséo
nao houve diferenga estatisticamente significativa entre os subgrupos com e sem
abrasdo (p<0,05). Na tabela 15, o grupo experimental abrasionado apresentou

perimetro menor em relagéo ao grupo controle (p<0,05).

Tabela 15. Média e desvio padrao do perimetro-um dos tubulos dentinarios apos o

ciclo erosivo e aplicagao dos tratamentos (com e sem abrasao).

Desafios Tratamentos ¢/ Abrasao s/ Abrasao
Erosivos
Controle 0,831+4,41 Aa -0,8314,30 Aa
Quitosana -0,97+3,46 ABa -1,59+1,97 Aa
HCI Gasoso Experimental -4,6615,68 Ba -2,42+2,70 Aa
Verniz TiF;4 -0,65+3,12 ABa -1,00+2,93 Aa

Letra maiuscula representa comparacgao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Tomografia de coeréncia optica

Para a analise de espessura superficial da mineralizacio, no fator tratamento,
nao houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos. Para o
fator abrasdo, ndo houve diferenga estatisticamente significante (p>0,05) entre os

subgrupos com e sem abrasao (Tabela 16).
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Tabela 16. Média e desvio padrao da espessura superficial de mineralizacido nos

diferentes grupos apds o ciclo erosivo e aplicagdo dos tratamentos (com e sem

abras&o).
Desafios Tratamentos ¢/ Abraséo s/ Abraséo
Erosivos
Controle 0,024+0,004 Aa 0,033+0,024 Aa
Quitosana 0,036+0,012 Aa 0,025+0,003 Aa
HCI Gasoso Experimental 0,051+0,019 Aa 0,053+0,025 Aa

Verniz TiF4

0,036+0,017 Aa

0,032+0,009 Aa

Letra maiuscula representa comparacao entre as colunas. Letra minuscula representa

a comparacgao entre as linhas. Mesma letra indica similaridade estatistica (p>0.05).

Espectroscopia Micro Raman

Na Figura 19 (erosdo gasosa), os grupos dentina sadia, controle e verniz

apresentaram formatos semelhantes em relagéo aos picos de fosfato (v1 960 cm™, v3

1044 cm', v4 582 cm™) e carbonato (1073 cm') e amida | (1450 cm™') porém com

intensidades diferentes. O espectro do grupo experimental foi semelhante ao do grupo

quitosana, apresentando menor intensidade e formato alargado do pico fosfato (v1

960 cm"). O pico referente a amida | (1450 cm™) foi semelhante entre os grupos.
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Figura 19. Grafico dos diferentes tratamentos

Anélise morfoldgica dos tubulos dentinarios

Observou-se que os tubulos dentinarios no grupo controle apresentaram-
se mais alargados e abertos apds o ciclo erosivo. Ndo observa-se a presencga de
dentina peritubular. No grupo quitosana, os tubulos dentinarios nao tiveram alteragdes
em sua forma e dimens&o e ndo houve a perda da dentina peritubular, houve somente
a obliteracao parcial dos tubulos dentinarios. Observa-se uma fina camada depositada
sobre a dentina tratada com quitosana.

Em relagdo ao grupo experimental, observa-se que os tubulos n&o tiveram
sua dimens&o alterada e a dentina peritubular encontra-se preservada. Houve a
obliteracdo de grande parte dos tubulos dentinarios, e em algumas regides, observa-
se uma fina camada depositada sobre a superficie dentinaria. O grupo verniz TiF4
preservou a dimensdo dos tubulos dentinarios e teve uma obliteragao parcial dos
tubulos dentinarios . Nao se observa nenhuma camada depositada sobre os

espécimes tratados com o verniz.

Microscopia Eletrénica de Varredura
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A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) evidenciou a acdo dos
tratamentos sobre os tubulos dentinarios. Na Figura 20A observa-se a dentina sadia
com os tubulos abertos como padrao referéncia.

Apoés a erosdo com HCI liquido, na Figura 20B observa-se o aumento da
abertura dos tubulos dentinarios causados pelo processo erosivo do acido sobre a
superficie da dentina radicular. O hidrogel experimental em forma de membrana

(Figura 20C) promoveu a obliteragao parcial dos tubulos dentinarios.

Figura 20. Espécime tratado com hidrogel experimental em forma de membrana em
microscopia eletronica de varredura. A) Dentina sadia. B) Dentina erodida. C) Dentina

tratada com hidrogel experimental em forma de membrana.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo prop6s a comparacao do hidrogel experimental de quitosana com
os diferentes tratamentos sobre a dentina erodida, com o objetivo de analisar o
efeito dos tratamentos no controle/redu¢céo do processo erosivo e no fechamento
dos tubulos dentinarios. Para isso, utilizou-se a microscopia confocal a laser na
avaliacdo do degrau, perda de volume, perfil de desgaste, rugosidade e numero,
area e perimetro dos tubulos dentinarios antes e apds o ciclo erosivo (com/sem
abrasdo). A tomografia de coeréncia Optica foi empregada para analisar a
intensidade e profundidade da remineralizagdo da dentina, pois tem a capacidade de
prever evidéncias indiretas de perda ou ganho mineral. Por fim, a espectroscopia
Micro Raman foi utilizada para a avaliar as alteragcbes quimicas do tratamento
experimental sobre a estrutura dentinaria e compara-lo com os outros tratamentos.

Para este estudo optou-se por utilizar o HCI liquido e gasoso para simular as
condi¢cbes encontradas na cavidade bucal de pacientes portadores da doenca do
refluxo gastroesofagico (DRGE), pois com frequéncia estes pacientes sdo expostos
a ocorréncia e periodicidade do refluxo misto (refluxo liquido e gasoso) (Sifrim et al.,
2001). No entanto, o acido gastrico liquido (refluxo liquido) € mais frequentemente
relacionado a erosdo dentaria severa em comparagdo ao acido gastrico gasoso
(refluxo gasoso) (Faraoni et al.,, 2018). Esta situagdo clinica quando associada a
abrasdo produz um resultado acelerado capaz de deteriorar significativamente a
integridade da estrutura dentaria. A acdo da escova de dente sobre uma estrutura
fragilizada exerce um efeito abrasivo que intensifica a perda dentaria durante a
erosdo (Shellis & Addy, 2014; Dehghan et al., 2017; Mantilla et al., 2017),
especialmente se o paciente escova os dentes apds episdédios de refluxo
gastroesofagico (Grippo, Simring & Coleman, 2012).

Além deste efeito nocivo, a dentina ainda € um substrato mais suscetivel ao
desgaste por abrasdo se comparado ao esmalte (Ranjitkar et al., 2012) por isso,
como constatado neste estudo, ao associar a erosao a abraséo, produziu-se maior
perda da estrutura dentinaria do que nos subgrupos sem abrasdo. Os subgrupos
com abrasdo foram estatisticamente diferentes dos subgrupos sem abrasdo nas
analises de degrau, perfii de desgaste, perda de volume e rugosidade,
demonstrando a perda significativa da estrutura dentaria quando associada a
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erosdo. A maior perda de dentina causada pela acdo do HCI liquido pode estar
associada aos agentes quimicos e agdes mecanicas causadas pela movimentagéo
do liquido sobre a superficie da dentina (Faraoni et al., 2018). Diferentemente do
HCI liquido, o HCI gasoso é composto por particulas esparsas na sua forma fisica,
consequentemente a ocorréncia do contato destas particulas acidas sobre a
estrutura dentaria € menor ja que estas particulas ndo estdo em contato préximo
como na forma liquida (Faraoni et al., 2018).

Em relagdo aos resultados associados ao tipo de tratamento, observou-se
que o hidrogel experimental obteve maior eficacia na intercepgdo do processo
erosivo evidenciado nos valores de degrau, perfil de desgaste e perda de volume
que foram estatisticamente diferentes em relagédo aos grupos controle e quitosana. O
desempenho do hidrogel experimental foi semelhante, e em alguns casos, até
mesmo melhor do que o verniz de TiF4 contra a desmineralizagdo dentinaria. De
acordo com a literatura, varios tratamentos podem ser utilizados na tentativa de
recuperaro processo erosivo. Em geral, esses tratamentos sdo a base de fluor
(fluoreto de fosfato acidulado, fluoreto de sodio, fluoreto de amina, tetrafluoreto de
titanio) (Lussi & Hellwig, 2014; Philip et al., 2019).

Este estudo optou por testar as propriedades do verniz de tetrafluoreto de
titnio (TiF4) no qual tem mostrado um maior efeito protetor na remineralizagédo
dentaria quando comparado ao fluoreto de sodio (NaF) (Magalhaes et al., 2010;
Comar et al., 2012; Comar et al., 2017; de Souza et al., 2018; Mosquim et al., 2019).
O possivel mecanismo de ag¢ao do TiF4 baseia-se na formagcdo de uma camada
resistente a acidos composta por complexos organometalicos, nos quais o ion titanio
é fortemente atraido pelo oxigénio presente no grupo fosfato da estrutura da dentina
para formar precipitados do tipo 6xido de titanio e fosfato de titanio hidratado durante
o processo de hidrélise (Sen & BuylUkyllmaz, 1998). Esses compostos sé&o
fortemente ligados e ndo sao facilmente removidos por prétons, mesmo sob
condigbes altamente acidas (pH 1), como consequéncia, sdo considerados mais
resistentes a desafios erosivos (Basting et al., 2015). A camada resistente a acidos
também pode atuar como uma barreira fisica e absorver maior quantidade de
fluoreto, o que leva a um bom desempenho do verniz de TiF4 quando comparado
aos grupos tratados com quitosana e controle presentes neste estudo (Wiegand et
al., 2010; Comar et al., 2018) .
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Estes resultados corroboram com os achados literarios que testaram o verniz
TiF4 em esmalte/dentina submetido a eros&o e abras&o em estudos in vitro e in situ
(Levy et al., 2014; Comar et al., 2015; Magalhaes et al., 2016; Martines de Souza et
al., 2017; Pini et al., 2019). A maioria destes estudos apresentou resultados positivos
quanto ao controle e diminuigdo da progressao das lesdes erosivas. Além disso, o
precipitado formado pelo complexo de fosfato de titanio é mais resistente ao acido
que o precipitado de CaF. formado pela aplicagdo de NaF, o que significa que o
verniz de TiFs4 tem a capacidade de proteger a dentina de desafios erosivos
(Martines de Souza et al., 2017). Esse aspecto € importante, pois nhormalmente a
dentina apresenta menores valores de desgaste quando comparada ao esmalte
(Martines de Souza et al., 2018), e isso pode ocorrer devido a presenga de uma
matriz organica desmineralizada rica em fibrilas de colageno, que pode prevenir o
contato do acido com o tecido mineralizado subjacente, reduzindo assim, a
progressdo da erosao dentinaria através de uma camada superficial estavel a
agressao do acido (Schlueter et al., 2010). Por ser crucial garantir a estabilidade da
matriz orgénica no processo erosivo, a quitosana foi empregada neste estudo para
ser a base do hidrogel experimental, levando-se em conta as suas propriedades
benéficas de adesé&o e sustentacéo das fibras de colageno.

A quitosana (2-amino-2-desoxi-B-d-glucopiranose) € um biopolimero que
apresenta em sua cadeia polimérica, um grande numero de grupos amina e hidroxila
livres; estes agrupamentos podem se ligar a diferentes moléculas, e
consequentemente, formar ligagbes cruzadas com o colageno (Madhavan et al.,
2010; Resende et al.,, 2019). A interagdo quimica da quitosana com a matriz
organica pode promover forte adesao deste material a estrutura dentaria, além de
auxiliar na diminuicdo da degradacdo da dentina (Fawzy et al.,2013; Pini et al.,
2019). O mecanismo de adesdo da quitosana pode produzir uma superficie
dentinaria menos lisa (particulas de quitosana continuam aderidas na superficie da
dentina), e consequentemente, resultar em valores mais altos de rugosidade
superficial, como o encontrado neste estudo. Os grupos quitosana e hidrogel
experimental apresentaram valores de rugosidade semelhantes ao grupo controle e
foram estatisticamente diferentes do grupo verniz de TiFs (erosdo gasosa).

Entretanto, além de interagir e aderir frmemente a matriz organica, a quitosana
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também pode facilitar a deposi¢cdo de uma camada de fosfato de calcio nos tubulos
dentinarios da dentina erodida (Xu et al., 2011; Ururahy et al., 2017).

Este biopolimero € amplamente utilizado por sua capacidade de auxiliar o
processo de biomineralizacdo através da deposicdo de ions calcio e fosfato e
neutralizar a atividade das metaloproteinases da matriz (MMPs) presentes na
dentina e na saliva (Xu et al., 2011; de Souza et al., 2017). As MMPs s&o ativadas
em pH acido durante um ataque erosivo e, consequentemente, degradam as fibrilas
de colageno presentes na matriz orgénica da dentina (Buzalaf et al., 2012; de Souza
et al.,, 2017). A quitosana auxilia na integridade das fibrilas de colageno,
proporcionando maior resisténcia a erosao dentaria (Buzalaf et al., 2012). Além
disso, esse polimero pode favorecer a reticulagcdo entre as fibras de colageno,
construir arranjos microfibrilares com propriedades mecanicas superiores para tornar
a estrutura da dentina mais resistente a enzimas que degradam o colageno (Dash et
al., 2011; Fawzy et al., 2013; Martines et al., 2017).

O processo de degradacdo da dentina esta relacionado a dissolugdo ou
desnaturacgao de proteinas bem como de moléculas proteoglicanas responsaveis por
aderir os minerais de hidroxiapatita na matriz organica do colageno (Yassen et al.,
2013). Desta forma, qualquer tratamento capaz de sustentar a ultraestrutura do
colageno e paralisar a atividade da colagenase, prolongara a integridade superficial
da dentina contra a dissolugdo ou desnaturacdo protéica (Kishen, 2016). Neste
sentido, espera-se que o processo de reticulagdo forme ligagdes cruzadas intra e
intermoleculares no colageno e melhore a estabilidade mecénica e organica da
dentina (Bedran-Russo et al., 2007; Kishen et al., 2016). Isto contradiz, em certa
medida, o nosso estudo que mostrou uma menor resisténcia nas amostras tratadas
com quitosana evidenciadas pelo maior degrau, perfil de desgaste e perda de
volume, além de serem estatisticamente semelhantes ao grupo controle (sem
tratamento). No entanto, estas assergbes concordam parcialmente com os
resultados do presente estudo que demonstraram a eficacia do hidrogel
experimental na interceptacdo do processo erosivo, diminuindo a perda de estrutura
dentinaria principalmente para as analises de degrau, perfil de desgaste e perda de
volume.

Com base nestas propriedades, pode-se considerar que a quitosana € um

meio promissor para estabilizar a estrutura de colageno presente na matriz organica
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da dentina, porém a quitosana isolada nao é eficaz para promover a remineralizagao
do tecido afetado, consequentemente, a insercdo de ions minerais em sua
composic¢ao torna-se necessaria para induzir o processo reparativo, remineralizar a
matriz de colageno, formar cristais de hidroxiapatita intrafibrilar, e por fim, estimular a
precipitagcdo de minerais para a oclusdo dos tubulos dentinarios (Han et al., 2017; El
Gezawi et al., 2019). Com esta finalidade, o hidrogel experimental, criado a base de
quitosana, foi formulado para comportar ions minerais em sua composicao e
aprimorar o desempenho deste material frente ao processo de desmineralizagao
dentaria.

A literatura tem mostrado que novos agentes para interceptar a eroséo e a
hipersensibilidade dentinaria tém seguido nesta mesma dire¢cdo, a de formular um
produto capaz de remineralizar a superficie desmineralizada (sem a presencga de
flior) por meio da transferéncia de fosfato de calcio, hidroxiapatita, fosfopeptideo de
caseinalfosfato de calcio amorfo entre outros (Kyaw et al., 2019; Mushtaq et al.,
2019; Machado et al., 2019). Estudos mostraram que estes novos tratamentos tém
tido resultados tdo eficazes quanto aos produtos comumente utilizados no mercado
para a obliteragao dos tubulos dentinarios e alivio da hipersensibilidade (Kanehira et
al., 2019; Kyaw et al., 2019; Mushtaq et al., 2019; Machado et al., 2019). Estes
resultados promissores tém demonstrado que a utilizacdo de materiais, baseados na
interagdo quimica com a estrutura do dente, podem obliterar os tubulos dentinarios
abertos e bloquear a estimulagao térmica, mecanica e quimica do dente por meio de
componentes naturais (Kanehira et al., 2019; Machado et al., 2019).

Desta forma, o hidrogel experimental e a quitosana demonstraram ser
eficazes na obliteragdo dos tubulos dentinarios, principalmente o grupo
experimental, que apresentou diferenga estatistica,nas analises de contagem do
numero, area e perimetro dos tubulos dentinarios quando comparada com os
demais grupos. Outros estudos também corroboram com os resultados encontrados
em nosso estudo (Kurita et al., 1998; Silva et al., 2012) e demonstraram que a
propriedade quelante da quitosana empobrece os componentes inorganicos da
camada de esfregaco, levando a uma maior concentragédo de particulas nos tubulos
dentinarios e n&do na superficie. No entanto, um estudo recente mostrou que a
quitosana apresenta uma grande cadeia polimérica com ligagdes de hidrogénio e
grupos hidroxila em sua estrutura, e quando os prétons sdo perdidos pela acdo de
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quelacéo, ligagbes covalentes sdo formadas com a estrutura dentaria, levando ao
acumulo de particulas na dentina peritubular, sendo responsavel pela obliteragao
dos tubulos dentinarios (Ururahy et al., 2017) expostos. Alternativamente, outro
estudo apresentou resultados contrarios aos nossos, demonstrando a eficacia do
verniz TiF4 na diminuigcdo do didmetro e da area dos tubulos dentinarios, uma vez
que os ions de titanio tém afinidade com o oxigénio das moléculas de fosfato,
levando a deposigao de particulas no areas com maior mineralizagao, por exemplo
na porcao peritubular da dentina (Mantilla et al., 2017). Este resultado promissor do
verniz TiF4 na obliteragdo dos tubulos dentinarios ndo foi encontrado no presente
estudo.

Com relacdo a analise da tomografia de coeréncia Optica, este método é
baseado no principio da interferometria de luz, no qual a magnitude e o atraso de
tempo de eco da luz retroespalhada sao analisados para fornecer informacdes sobre
a intensidade de dispersao da luz em diferentes camadas de tecido. Tanto o esmalte
quanto a dentina apresentam propriedades de espalhamento diferentes nas quais o
tecido saudavel difere do tecido desmineralizado, proporcionando uma compreensao
da espessura, morfologia e porosidade mineral das lesbes erosivas (Attin et al.,
2014). Neste estudo, observou-se uma diminuigdo significativa nos valores do
coeficiente de atenuagdo Ooptica apds o ciclo erosivo/abrasivo. Esse achado
corrobora com alguns estudos prévios (Mujat et al., 2003; Cara et al., 2014; Pereira
et al., 2018) que demonstraram o processo de desmineralizagdo promovido por
acido, como o acido cloridrico usado neste estudo, o qual criou vazios na estrutura
da dentina que aumentou a disperséo da luz e diminuiu os valores dos coeficientes
de atenuacdo oOptica. Nossos resultados também mostraram que a quitosana
apresentou coeficientes de atenuacido Optica mais baixos e nao foi capaz de
remineralizar eficientemente a estrutura da dentina, o que contradiz o unico estudo
(Arnaud et al., 2010), no entanto a quitosana foi testada na superficie do esmalte e
encontrou resultados encorajadores.

Até onde temos conhecimento, n&o foi encontrado nenhum estudo sobre a
eficacia do verniz TiF4 na dentina desmineralizada pela OCT, portanto, € dificil fazer
qualquer comparacao com este estudo. No entanto, observou-se que o verniz TiF4
produziu coeficientes de atenuacido 6ptica mais altos relacionados ao processo de
remineralizagao na estrutura dental, o que corrobora os resultados deste estudo pela
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microscopia confocal a laser que mostrou desempenho superior do verniz TiF4 na
analise de perda de volume, e perfil de desgaste. Embora ndo tenhamos estudos
testando o verniz TiF4 na analise OCT, outras pesquisas com verniz fluoretado (de
Moraes et al., 2017) podem atestar o melhor desempenho do fluor em relagédo a
outros tratamentos na remineralizacdo dentaria pela técnica OCT. Em relagdo a
profundidade da remineralizagdo, o hidrogel de quitosana apresentou valores
ligeiramente mais altos, o que demonstrou a sua penetracdo nas porgdes mais
profundas da estrutura dentinaria, diferentemente do verniz TiFs4 que apresentou
valores menores em relagdo a profundidade de remineralizacdo. Essa diferenca
mostra que a quitosana pode interagir em profundidade com a estrutura dentaria e o
verniz fluoretado interage com maior eficacia na superficie das amostras, conforme
suportado na literatura (Magalhaes et al., 2008; Comar et al., 2012; Comar et al.,
2017).

A analise espectroscopica das ligagbes quimicas também mostrou que o
hidrogel experimental apresentou maior intensidade dos picos relacionados ao grupo
fosfato (v1 960 cm™', v3 1044 cm™, v4 582 cm™!) e carbonato (1073 cm). O formato
destes picos foi semelhante ao grupo dentina sadia (picos estreitos com alta
intensidade) que estdo relacionados a cristalinidade e a concentragéo relativa de
minerais do material (Toledano et al., 2015). Diferentemente dos picos relacionados
ao verniz que apresentaram-se mais abaulados. Estes dados permitem interpretar
que o hidrogel experimental possui potencial para remineralizar a estrutura
dentinaria. Os picos fosfato e carbonato apresentaram-se com intensidade e formato
semelhantes nos grupos controle e quitosana, ambos tiveram picos menos intensos
representativos da menor quantidade de minerais presentes no espécime.

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que apesar da erosao
dentaria ser mais severa com o liquido se comparado ao gasoso, os tratamentos
interceptores foram mais efetivos na erosdao com HCI liquido do que na erosdo com
HCI gasoso. O verniz fluoretado e o hidrogel experimental apresentam-se como uma
alternativa ao tratamento da erosédo causada por liquidos. Entretanto, se o processo
erosivo esta associado a presenga de gas, entdo provavelmente os tratamentos
poderdo ter a sua eficacia reduzida ja que o seu comportamento frente a esta

agressao nao demonstrou ser capaz de controla-lo.
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Dentro das limitagbées deste estudo, o grupo hidrogel experimental apresentou
resultados promissores na interceptacao do processo erosivo, sendo particularmente
eficaz no fechamento dos tubulos dentinarios. Por outro lado, o verniz TiF4 foi capaz
de remineralizar a superficie da dentina e o hidrogel experimental de penetrar mais
profundamente na estrutura dentinaria ja que o colageno cumpre o seu papel de
trazer os minerais da superficie para dentro de sua estrutura, facilitando desta
maneira, a remineralizacdo nas por¢des mais profundas da dentina. No entanto, em
especial para o hidrogel experimental, estudos adicionais sao necessarios para
elucidar ainda mais a interacdo e a durabilidade desse tratamento com a estrutura
dentaria. Ainda ndo foram realizados ensaios clinicos para testar o hidrogel
experimental na cavidade bucal, portanto, extrapolar para as condi¢des clinicas &
fundamental para entender a durabilidade do efeito protetor e a validade deste

material promissor.
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6. CONCLUSAO

Baseado nos resultados da metodologia proposta, pode-se concluir que:

De modo geral, o processo erosivo liquido teve um efeito mais lesivo sobre o
substrato dentinario do que o processo erosivo gasoso. A abrasdo promoveu
alteragdes estruturais mais evidentes no substrato dentinario. O grupo experimental
e o verniz de TiF4 foram capazes de interceptar o processo erosivo, contudo, ndo

conseguiu paralisa-lo.

Em relagdo ao desgaste observado por meio das analises de degrau, perda
de volume e perfil de desgaste, o grupo experimental promoveu um efeito protetor
mais intenso sobre a dentina radicular erodida com HCI liquido. A rugosidade da
superficie nao foi afetada pelos diferentes tratamentos. Os tubulos dentinarios foram
eficazmente obliterados pelo grupo experimental que promoveu a redugéo da area e
perimetro do lumen dos tubulos dentinarios. Em relagdo a mineralizacdo da
superficie, o grupo experimental apresentou maior mineralizagdo superficial da

dentina radicular.

Os tratamentos foram mais eficazes no processo erosivo liquido,
diferentemente do processo erosivo gasoso que nao permitiu a redugdo ou
paralisacdo da erosdo mesmo com a aplicacdo dos diferentes tratamentos para

mineralizagao dentaria.
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