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RESUMO

Ribeiro BCF. Avaliacéo de verniz experimental de propolis/quitosana na prevencao de
erosdo dentaria em dentes deciduos: estudo in vitro [dissertacdo]. Ribeirdo Preto:

Universidade de Séao Paulo, Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto; 2022.

A erosao dentéria pode trazer prejuizos a denticdo decidua, sendo necessario estudos
gue visem o seu controle. Objetivo: Avaliar a capacidade de verniz experimental de
prépolis/quitosana em inibir 0o processo erosivo no esmalte de dentes deciduos.
Material e métodos: Este estudo in vitro foi fatorial com 1 fator em 3 niveis de
tratamento: auséncia de tratamento (controle), verniz Duraphat® e verniz experimental
propolis/quitosana. Foram selecionados 42 incisivos deciduos humanos, divididos
aleatoriamente em 3 grupos (n=14). Os dentes foram fixados em blocos de resina
acrilica e metade da face vestibular foi isolada com resina composta - area controle.
Posteriormente, os espécimes foram submetidos a um ciclo erosivo inicial com Coca-
Cola®. Apos o ciclo inicial, metade da area exposta foi isolada com resina composta -
area desmineralizada. Na sequéncia, os espécimes foram divididos aleatoriamente
em 3 grupos: G1 controle/sem tratamento, G2 verniz Duraphat® e G3 verniz
propolis/quitosana. Os vernizes foram aplicados na area exposta desmineralizada
com microbrush por 15s, permanecendo por 4h. Posteriormente, o verniz foi removido
e os espécimes foram submetidos aos desafios erosivos com Coca-Cola®. Foram
realizados 6 desafios/dia durante 5 dias consecutivos. Ao final, a resina composta foi
removida expondo as areas controle e desmineralizada, para realizacao das analises
no microscopio confocal a laser e microdureza. As variaveis de resposta quantitativa
foram andlise da perda mineral através da microdureza longitudinal, rugosidade da
superficie e perfil de desgaste. As imagens da superficie do esmalte foram analisadas
qualitativamente apds os tratamentos por meio de analise morfolégica. Os dados
obtidos foram submetidos aos testes ANOVA e Tukey (p<0,05). Resultados: Na
analise do perfil de desgaste, observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente
significante (p>0,05) entre os grupos analisados. Na rugosidade superficial observou-
se gue nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p>0,05). Ao

analisar internamente cada grupo, em todos eles a rugosidade na area controle foi



diferente estatisticamente das areas desmineralizada e experimental (p<0,05). No
entanto, entre as areas desmineralizada e experimental ndo houve diferenca
estatisticamente  significante  (p>0,05). Para a microdureza analisou-se
separadamente as areas e observou que para as regiées controle, desmineralizada e
experimental, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre
0S grupos. Ao analisar os grupos internamente, observou-se que nos grupos controle
e experimental apresentaram diferenca estatisticamente significante entre as areas
controle - desmineralizada e controle - experimental (p<0,05). Entre as areas
desmineralizada - experimental houve um declinio nos valores da microdureza, no
entanto, essa diferenca nao foi estatisticamente significante (p>0,05). No grupo
Duraphat®, houve diferenca estatisticamente significante apenas entre as areas
controle - experimental (p<0,05). Morfologicamente, nos 3 grupos analisados, o
esmalte nas areas desmineralizada e experimental apresentou um aspecto rugoso,
com porosidades e extensas areas de desmineralizacdo. Conclusdo: O verniz
experimental de prépolis/quitosana néo foi capaz de impedir a progressdo da perda
mineral na superficie de esmalte dos dentes deciduos decorrente do processo erosivo.

Palavras-chave: Propolis. Quitosana. Erosdo Dentéria. Dente Deciduo. Esmalte

Dentéario. Desmineralizacdo do Dente. Acidos.



ABSTRACT

Ribeiro BCF. Evaluation in vitro of experimental propolis/chitosan varnish in the
prevention of dental erosion in enamel deciduous teeth [dissertation]. Ribeirdo Preto:

Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto; 2022.

Dental erosion can cause damage to deciduous dentition, and studies are needed to
control it. Objective: To evaluate the ability of experimental propolis/chitosan varnish
to inhibit the erosive process on deciduous teeth enamel. Material and methods: This
in vitro study was factorial with 1 factor treatment in 3 levels: no treatment (control),
Duraphat® varnish, and experimental propolis/chitosan varnish. Forty-two human
deciduous incisors were selected and randomly divided into 3 groups (n=14). The teeth
were fixed in acrylic resin blocks and half of the buccal surface was isolated with a
composite resin-control area. Subsequently, the specimens were subjected to an initial
erosive cycle with Coca-Cola®. After the initial cycle, half of the exposed area was
isolated with composite resin - demineralized area. Then, the specimens were
randomly divided into 3 groups: G1 control/no treatment, G2 Duraphat® varnish, and
G3 propolis/chitosan varnish. The varnishes were applied on the exposed
demineralized area with a microbrush for 15s, remaining for 4h. Subsequently, the
varnish was removed, and the specimens were subjected to erosive challenges with
Coca-Cola®. Six challenges/day were performed for five consecutive days. In the end,
the composite resin was removed exposing the control and demineralized areas for
analysis by laser confocal microscopy and microhardness. The quantitative response
variables were mineral loss analysis by longitudinal microhardness, surface
roughness, and wear profile. Enamel surface images were qualitatively analyzed after
the treatments by morphological analysis. The data obtained were submitted to
ANOVA and Tukey (p<0.05) tests. Results: In the wear profile analysis, it was
observed that there was no statistically significant difference (p>0.05) between the
groups analyzed. Surface roughness showed that there was no statistically significant
difference between the groups (p>0.05). In analyses internal of the group observed in
all of them the roughness in the control area was statistically different from the
demineralized and experimental areas (p<0.05). However, between the demineralized



and experimental areas, there was no statistically significant difference (p>0.05). For
microhardness, the areas were analyzed separately, and it was observed that for the
control, demineralized and experimental regions, there was no statistically significant
difference (p>0.05) between the groups. Internal in the group, it was observed that in
the control and experimental groups there was a statistically significant difference
between the control/demineralized and control/experimental areas (p<0.05). Between
the demineralized - experimental areas there was a decline in microhardness values,
however, this difference was not statistically significant (p>0.05). In the Duraphat®
group, there was a statistically significant difference only between the
control/experimental areas (p<0.05). Morphologically all groups showed the enamel in
the demineralized and experimental areas had a rough appearance, with porosities
and extensive areas of demineralization. Conclusion: The experimental
propolis/chitosan varnish was not able to prevent the progression of mineral loss on

the enamel surface of deciduous teeth due to the erosive process.

Keywords: Propolis. Chitosan. Tooth Erosion. Tooth, Deciduous. Dental Enamel.

Tooth Demineralization. Acids.
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1. INTRODUCAO

O estilo de vida moderno tem resultado em uma mudanca significativa de
habitos alimentares, com aumento na ingestdo de bebidas e alimentos acidos [1-4].
Nos ultimos anos, o consumo de refrigerantes e bebidas energéticas cresceu
substancialmente, principalmente entre criancas e adolescentes [3,5,6]. Essa
mudanca no estilo de vida impacta diretamente na satde bucal, aumentando o fator
de risco a erosdo dentaria, que é resultado de repetidos contatos acidos com a
superficie dental [2-4]. Os acidos estao presentes naturalmente em alguns alimentos,
como frutas e sucos naturais de frutas ou podem ser adicionados com o objetivo de
realcar o sabor, como os refrigerantes, salgadinhos e doces [1-4,7-9]. Os principais
incluem os acidos citrico, fosférico, malico, acético, latico e ascorbico, e todos
contribuem para a erosado dentaria [2,7,9]. Esta condicdo tem se tornado cada vez
mais frequente entre os jovens, e isso tem despertado o interesse de pesquisadores

na busca por um tratamento eficaz [3,4,7].

A eroséo dentéaria é definida como a perda dos tecidos dentais mineralizados
por dissolucéo quimica, sem envolvimento bacteriano [2,10]. Nos ultimos anos, com o
aumento da sua prevaléncia, houve uma mudanca da sua percepcdo tanto na
pesquisa quanto na pratica clinica [3,7]. Em um estudo recente [11] calculou-se a
estimativa global e a média de dentes deciduos acometidos foi entre 30% e 50%. No
Brasil, a prevaléncia varia de 11,7% [12] a 78,2% [13] em escolares de 6 a 13 anos
de idade, dependendo da cidade e regido. Essa variacdo nos dados, tanto no Brasil
como em outros paises, pode ser explicada pelos diferentes padrées de avaliacéo
utilizados e pela variacdo na populacdo examinada [11-13]. Em geral, o que se
observa é que a prevaléncia e a gravidade da erosédo na denticdo decidua tende a
aumentar com a idade, devido aos efeitos cumulativos do processo erosivo
[1,7,11,12].

A erosdo pode ser causada por fatores extrinsecos, intrinsecos ou uma
associacado de ambos [1-3,7]. Dentre os fatores extrinsecos, a dieta € o principal fator
relacionado a sua etiologia, entretanto, existe um outro fator relevante que diz respeito

ao uso de medicamentos. Estes geralmente sdo prescritos as criangcas em sua forma
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liguida e os acidos estdo presentes em sua formulagcdo, visando a dispersédo do
farmaco e garantir estabilidade quimica, além de melhorar o sabor [14-18]. Uma
atencao especial deve ser dada aquelas criangas que apresentam alguma doenca
cronica, como a asma, visto que uma frequente ingestdo desses medicamentos pode
levar a ocorréncia ou agravamento da erosao na infancia [14]. Os fatores etioldgicos
intrinsecos incluem distarbios alimentares, regurgitacdo e a doenca do refluxo
gastroesofagico, em que ha o contato direto de &cidos provenientes do estbmago e a
superficie dental [19-21]. A eroséo € a manifestacdo bucal mais comum em pacientes
gue apresentam a doenca do refluxo gastroesofagico, uma doenca silenciosa e muitas
vezes nao diagnosticada, que pode ter como auxiliar no seu diagndstico o cirurgido
dentista, ao identificar lesdes erosivas na superficie dentaria. Isso demonstra que
criancas que sdo acometidas com a doenca tém um risco aumentado de desenvolver
lesBes erosivas [10,19-23]. Em relacdo aos disturbios alimentares, tanto a anorexia
guanto a bulimia podem aumentar potencialmente o risco de erosédo, pois afetam a
regulacdo da ingestdo de alimentos, como escolhas restritas e vomitos induzidos,
sendo mais prevalentes em mulheres jovens, entre 13 e 30 anos de idade [11,19].

A erosdo comeca com a desmineralizacdo da superficie do esmalte,
caracterizada principalmente por uma reducdo na microdureza [18]. O esmalte
humano é altamente mineralizado (=97% volume), possui uma estrutura prismatica,
tendo a camada mais externa aprismatica e relativamente mais resistente a erosao.
Esse tecido mineralizado € densamente composto com cristais de hidroxiapatita e
outros componentes (Agua e material organico) em menor quantidade (=3% volume)
[2,24]. A desmineralizacdo no esmalte é um processo centripeto que comecga com
uma perda parcial de cristais de hidroxiapatita da superficie podendo levar a perda de
minerais mais extensas [2]. A dentina é o tecido subjacente ao esmalte que forma a
maior parte do dente, a sua matriz é formada por cerca de 45% a 50% em volume de
mineral, na forma de hidroxiapatita carbonatada, 30% a 35% em volume de matéria
organica, principalmente colageno tipo | com proteina ndo coladgeno associada. A
apatita na dentina tem um tamanho de cristal menor, maior teor de carbonatos e é
mais suscetivel a dissolucédo acida do que a apatita do esmalte, assim, uma vez que
0 processo de desmineralizacdo envolva a dentina, essa desmineralizacdo ocorrera
de forma mais acelerada [3]. Clinicamente, pode ser dificil diagnosticar a erosdo nos

estagios iniciais, sendo que a nivel macroscopico o esmalte fica liso, sedoso, e as
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vezes opaco, com a auséncia de periquimacias. Se nao houver interrupcdo desse
processo, pode haver o arredondamento das cuspides e restauracdes e uma severa
sensibilidade dentinaria devido a exposi¢do dos tubulos dentinarios [1,2,10,24],
consequentemente pode ocorrer alteracdo estética e até perda da dimenséo vertical
de ocluséo [1,25]. Os locais mais comuns de erosdo nos dentes deciduos sdo a

superficie oclusal dos molares e a superficie palatina dos incisivos superiores [26].

Na tentativa de paralisar ou minimizar o processo erosivo, diferentes formas de
tratamento vém sendo propostas. Algumas baseadas na utilizacao do fluor, entretanto,
diferente do observado em relacéo a carie, o efeito do fluoreto no contexto da eroséo
é limitado, e a principal razdo é o menor pH dos acidos erosivos comparados aos
acidos bacterianos. Os fluoretos convencionais (fluoreto de sodio e fluoreto de amina)
atuam contra a desmineralizacéo erosiva através da formacdo de uma camada de
fluoreto de calcio (CaF2), que atua como uma barreira fisica e como um reservatoério
de ions célcio e fluoreto, que em condi¢des de baixo pH séo liberados aumentando a
saturacdo em relacdo a apatita, contudo, sob a acao de 4cidos erosivos, essa camada
de CaF2 nédo é duradoura, o que limita o uso de fluoretos convencionais [5,6]. Em
relacdo aos vernizes, devido a alta concentracdo de flor e aderéncia prolongada a
superficie dentaria, foi sugerido que poderiam promover uma maior precipitacao de
CaF2 e levar a uma maior protecdo, no entanto, o efeito “protetor” & devido
principalmente a uma barreira mecéanica de verniz remanescente na superficie
dentaria. Clinicamente, essa barreira € transitéria e essa “protecao” sera
momentanea, consequentemente, os vernizes baseados apenas em fllor ndo servirdao

como uma medida preventiva duradoura para a erosao [5].

Outro composto que vem sendo estudado é o CCP-ACP, o fosfopeptideo de
fosfato de calcio amorfo de caseina, que é derivado da caseina, uma proteina do leite.
Esse composto € baseado na estabilizacdo de fosfato de calcio amorfo (ACP) por
fosfopeptideos de caseina (CPP) e seus nanocomplexos fornecem alta concentracéo
de ions calcio e fosfato, que de acordo com alguns autores, promoveu uma
remineralizacdo do esmalte [26-30]. Além disso, foi sugerido que a caseina pode
modificar algumas propriedades mecanicas do esmalte, tornando-o0 menos suscetivel
a perda de minerais [29,30]. Outros estudos fizeram uma associagdo do CCP-ACP e
do verniz de fluoreto de sédio (NAF) e obtiveram resultados satisfatorios com o verniz

CCP-ACP/NAF na diminuicdo da perda estrutural provocada pelo processo erosivo
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[27,29,30]. Foi demonstrado também, a sua capacidade de remineralizacdo do
esmalte de dentes deciduos quando utilizado em associacdo ao laser [26]. Alguns
estudos, porém, mostraram resultados contraditorios, e ndo observaram efeitos de

remineralizacdo ou reducao do desgaste erosivo na superficie dentaria [6,31,32].

Visto que ainda ndo ha um tratamento estabelecido que visa inibir ou minimizar
a desmineralizagéo causada pelo processo erosivo, a busca por um material inovador
se faz necessaria, na tentativa de um tratamento seguro e eficaz, associado a
orientacdo e ajuste dos habitos dietéticos, principalmente para os dentes deciduos,
visto que a maioria dos estudos sdo voltados para os dentes permanentes. Assim, o
uso de substancias naturais e alternativas ao flior vem crescendo na odontologia,
visando produtos com menor toxicidade, maior atividade terapéutica e custo reduzido
[33,34]. Uma substancia que vem sendo estudada é o prépolis, uma resina natural
produzida por abelhas e que apresenta diversas propriedades benéficas [33-40]. As
abelhas o produzem para selar as lacunas da colmeia e protegé-la da luz, umidade,
invasores e fatores externos, o propolis também mantém as condicBes assépticas e a
temperatura interna [33,35,37,39]. E uma substancia resinosa escura, complexa e
composta por resina e balsamos (50 a 70%), cera (30 a 50%), pdlen (5 a 10%),
aminoacidos, minerais, vitaminas A, B e E, fendis e compostos aroméaticos
[33,35,37,39,40]. Algumas propriedades relatadas sao atividade antibacteriana, anti-

inflamatoria, antiviral, antifingica, antioxidante e antitumoral [33,35,36,41].

Atualmente as aplicacbes do propolis vdo além da medicina popular e
tradicional para a medicina moderna, devido aos resultados de pesquisas recentes
baseadas em evidéncia [33-40], e isso tem despertado cada vez mais a atencao de
clinicos e pesquisadores devido a algumas novas e promissoras areas de uso [33].
Em odontologia, o propolis vem sendo utilizado em diversas areas como cirurgia oral
e maxilofacial (no controle pds-operatério de infecgdes), periodontia (no controle pos-
operatorio apds cirurgia periodontal), endodontia (como irrigante do canal radicular),
tratamento de hipersensibilidade dentinaria e Ulceras aftosas, isso devido as suas
propriedades antimicrobianas e anti-inflamatorias [33,35,37,40]. O extrato de prépolis
também vem sendo associado a dentifricios, vernizes e solu¢cdes para bochecho,
como uma alternativa na diminuicdo da contagem de Streptococcus Mutans e

prevencao da carie [36-41].
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A quitosana € um outro biomaterial bastante estudado na odontologia, € um
biopolimero derivado da desacetilacdo da quitina, um composto natural encontrado
em exoesqueletos de artrépodes, conchas de crustaceos e cuticulas de insetos [42-
44]. A quitosana apresenta biodegradabilidade, biocompatibilidade, propriedade
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria, dentre outras [42-47], e possui
diferentes formas de processamento como solucéo, blend, esponja, filme, gel, pasta,
comprimido, microesferas, microparticulas, demostrando assim o quanto é um
material versatil [42,43,45]. Devido a essas caracteristicas, as suas nanoparticulas
despertaram a atencdo das indastrias farmacéutica, alimenticia, agricola, téxtil e de

engenharia de tecidos [45,46].

Na odontologia, a quitosana vem sendo utilizada em diferentes areas com
resultados promissores como periodontia, endodontia, implantodontia, cirurgia,
prétese dentaria e dentistica restauradora [42-45]. Devido as suas propriedades
antibacteriana, antifingica, hemostatica, atuar na reparacédo de feridas, capacidade
quelante, e o fato de ser biocompativel e biodegradavel, a quitosana pode
desempenhar diferentes funcdes e assim ser explorada em diferentes tipos de estudos
na area odontoldgica [42-47]. No que diz respeito a erosao dentaria, diversos estudos
tém utilizado este biopolimero como uma alternativa de tratamento, pois pressupde
que a quitosana seja capaz de formar uma camada acido resistente na superficie
dentaria, que a protege do contato com acidos erosivos [48-51]. A quitosana apresenta
uma afinidade com o esmalte, devido ao forte potencial zeta positivo, que a permite
adsorver por forcas eletrostaticas a superficies com forte potencial zeta negativo,
como o esmalte [48,49,51,52]. A quitosana também pode adsorver em proteinas
presentes na pelicula salivar, principalmente a mucina, e dessa forma, proteger a
superficie dentaria [49]. Ademais, alguns estudos tém demonstrado que a sua
associacdo aos dentifricios e solugdes fluoretadas ocasiona diminuicdo do desgaste
erosivo [48-52].

Diante do exposto, a proposta do presente estudo foi avaliar o efeito de um
verniz experimental que contém esses dois compostos naturais, o propolis e a

quitosana, no processo erosivo em dentes deciduos.
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2. PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de um verniz
experimental a base do extrato de propolis e quitosana, em inibir o processo erosivo

no esmalte de dentes deciduos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo - CAAE:
38187420.6.0000.54109.

3.2 Delineamento experimental

Este foi um estudo in vitro, que teve como fator de estudo trés niveis de
tratamento: auséncia de tratamento (controle), verniz fluoretado Duraphat® (fluoreto
de sodio a 5%, Colgate-Palmolive, Alemanha) e verniz experimental de
propolis/quitosana (modificado do depdsito de pedido de patente n° BR 10 2021
008804-4). As unidades experimentais foram 42 incisivos deciduos humanos,
divididos aleatoriamente em trés grupos (n=14). As variaveis de resposta quantitativa
foram analise da perda mineral através dos valores médios da microdureza em
profundidade, rugosidade da superficie e perfil de desgaste por microscopia confocal.
As imagens morfologicas da superficie do esmalte foram analisadas qualitativamente

para verificar possiveis alteracdes desse substrato apds os tratamentos propostos.

3.3 Selecao da amostra

Foram selecionados 42 incisivos deciduos humanos, provenientes do Banco
de Dentes da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP. O critério para
selecdo dos dentes foi a auséncia de lesdao de carie, trincas ou defeito de
desenvolvimento do esmalte. Os dentes inicialmente foram limpos com pedra-pomes
extrafina e agua, utilizando escovas de Robinson. A desinfecgao foi realizada com

solucao de timol 0,1%, na qual ficaram imersos durante uma semana. Na sequéncia,
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os dentes foram lavados vigorosamente e mantidos em &agua deionizada sob
refrigeragcdo, sendo trocada diariamente durante o periodo de preparagdo dos

especimes.

3.4 Preparo dos espécimes

As raizes dentais quando presente foram seccionadas com disco diamantado
(Buehler®, Lake BIuff, lllinois, Estados Unidos) sob refrigeracado a agua, acoplado em
uma maquina de corte (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, Estados Unidos) 1 mm
abaixo da jungcdo amelo-cementaria. Na sequéncia, os dentes foram fixados com cera
e cola quente em blocos de resina acrilica, com auxilio de um paralelédmetro de forma
a deixar a superficie de esmalte paralela ao bloco. Posteriormente, metade da face
vestibular foi isolada com resina composta (Filtek™ Z2350, 3M ESPE, Estados Unidos)

como area controle (AC), higida (Figura 1).

Figura 1. A — Selecado dos dentes. B — Paralelédmetro. C — Dente no bloco acrilico
com resina na area controle.

Fonte: Ribeiro, BCF.
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3.5 Desafio erosivo inicial

Os espécimes foram submetidos a um ciclo erosivo inicial, em que cada
espécime, ficou imerso sob agitacdo em 5 ml de Coca-Cola® (Coca-Cola®, Sdo Paulo-
SP, Brasil) (4°C) durante 20 segundos em uma mesa agitadora (Orbital CT- 155,
Cientec Equipamentos, Sao Paulo, Brasil) [53]. Foram realizados seis desafios
erosivos com intervalo de uma hora entre um desafio e outro, nesse intervalo os
espécimes foram mantidos em saliva artificial (P-hidroxibenzoato de metila, 2,00;
carboximetilcelulose de sodio, 10-0; KCI, 0-625; MgClz-6H20, 0-059; CaClz-2H:0,
0-166; K2HPO4, 0-804; KH2PO4, 0-326) [54] em estufa (Odontobrés, Ribeirdo Preto-

SP, Brasil) a 37°C (Figuras 2 e 3).

Figura 2. Desenho esquematico demonstrando o ciclo erosivo.

Coca-Cold’ Coca-Cold’ Coca-Cold
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A A A
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Fonte: Ribeiro, BCF.

Figura 3. Mesa agitadora usada nos desafios erosivos.

Fonte: Ribeiro, BCF.
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3.6 Preparo dos espécimes

ApoOs o desafio erosivo inicial, metade da area que ficou exposta foi isolada com
resina composta (Filtek™ z350, 3M ESPE, Estados Unidos), sendo considerada a
area desmineralizada sem tratamento (AD), ou seja, a area que foi submetida a um

desafio erosivo (Figura 4).

Figura 4. Dente no bloco acrilico com resina nas areas controle e desmineralizada.

Fonte: Ribeiro, BCF.

3.7 Tratamento

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n=14):

e G1 - Controle/sem tratamento;

e G2 - Verniz fluoretado Duraphat® 5%;

e G3 - Verniz experimental - modificado do depdsito de pedido de patente n° BR
10 2021 008804-4.

O verniz Duraphat® e o verniz experimental foram aplicados na superficie do
esmalte na area exposta (area experimental) de forma ativa com o auxilio de um
microbrush por 15 segundos, permanecendo por quatro horas (Figuras 5 e 6). Nesse

periodo os espécimes foram mantidos em saliva artificial em estufa a 37°C. Apos
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guatro horas, o verniz foi removido da superficie com gaze umedecida em agua

deionizada.

Ao final do tratamento, os espécimes foram acondicionados em saliva artificial

a 37°C por 24 horas, para entao iniciar os desafios erosivos.

Figura 5. Aplicacdo do verniz fluoretado Duraphat® na area experimental.

Fonte: Ribeiro, BCF.

Figura 6. Aplicacé@o do verniz experimental na area experimental.

Fonte: Ribeiro, BCF.

3.8 Desafios erosivos

Cada espécime ficou imerso sob agitagdo em 5 ml de Coca-Cola® (4°C) durante
20 segundos em uma mesa agitadora. Foram realizados seis desafios erosivos por
dia durante cinco dias consecutivos com intervalo de uma hora entre os desafios,

nesse intervalo os espécimes foram mantidos em saliva artificial a 37°C. Ao final de
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cada ciclo erosivo, a saliva foi substituida e os espécimes mantidos a 37°C até o

préximo ciclo no dia seguinte.

Finalizado os desafios erosivos, 0s dentes permaneceram imersos em saliva
artificial a 37°C por 24 horas. Posteriormente, a resina composta foi removida
delicadamente com auxilio de uma lamina de bisturi expondo as areas controle e
desmineralizada, e os espécimes foram limpos em uma cuba ultrassénica (Bio Wash,
Bio-art, Sdo Carlos-SP, Brasil) e armazenados em agua deionizada para a realizacao

das analises.

3.9 Microscopia confocal a laser

Andlise do perfil de desgaste (Rv) e rugosidade superficial (Sa)

O perfil de desgaste e a rugosidade da superficie de esmalte foram avaliados
por meio de um microscépio confocal a laser (LEXT OLS4100, Olympus, Téquio,
Japao) conectado a um computador com um software especifico (OLS4100®,
Olympus, Toquio, Japao) (Figura 7). Os espécimes foram posicionados paralelamente
a mesa do microscépio com auxilio de um paralelémetro e as imagens foram

capturadas com objetiva de 10x com magnificagéo de 216x.

Para analise da rugosidade superficial (Sa), foram realizadas imagens das
areas controle, desmineralizada e experimental. As mensura¢cdes foram realizadas

nas trés areas em pm.

Para avaliagdo do perfil de desgaste (Rv), as imagens foram obtidas
englobando as interfaces: area controle-desmineralizada e éarea controle-
experimental, sendo a area controle usada como referéncia. Foram realizadas dez
mensuracdes de cada regido em pum e obtido a média, e entdo realizou-se a somatoria

dos valores dessas interfaces para a analise de dados.
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Analise morfolégica

A avaliacdo morfoldgica da superficie de esmalte foi realizada ap6s obtencao
das imagens das areas controle, desmineralizada e experimental, por meio de uma
objetiva de 100x com magnificagéo final de 2131x. As imagens foram analisadas por
um examinador previamente calibrado tanto em 2D como em 3D, e caracterizadas de

acordo com os achados morfoldgicos.

Figura 7. Microscopio confocal a laser usado na realizagédo das andlises.

Fonte: Ribeiro, BCF.

3.10 Microdureza longitudinal em profundidade

Apés a realizacdo das analises no microscopio confocal a laser (LEXT
0OLS4100, Olympus, Téquio, Japado) os espécimes foram incluidos em resina acrilica
e posteriormente seccionados ao meio com disco diamantado (Buehler®, Lake BIuff,
lllinois, Estados Unidos) em maquina de corte (Isomet 1000, Buehler, Lake BIuff,
Estados Unidos) obtendo-se dois fragmentos contendo as areas controle/
desmineralizada e controle/experimental. A face lateral dos fragmentos foi planificada
e polida em politriz Arotec APL-4 (Arotec S/A Ind. e Comércio, Sdo Paulo-SP, Brasil)
com lixa de oxido de aluminio de granulacdo #1200 e disco de feltro e suspenséao de
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alumina 0,3 e 0,05 ym (Arotec SA Ind. e Comércio, Sao Paulo-SP, Brasil) (Figura 8).
Ao final do polimento, os espécimes ficaram imersos sob acdo do ultrassom (Bio
Wash, Bio-art, Sdo Carlos-SP, Brasil) por cinco minutos em agua deionizada para

lavagem e remocé&o de residuos.

Figura 8. A - Disco de feltro e lixa usados no polimento dos espécimes.
B- Espécime incluido em resina acrilica com polimento finalizado.

Fonte: Ribeiro, BCF.

Para analise da microdureza em profundidade foi utilizado o microdurdmetro
Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2.000 (Shimadzu Corporation — Kyoto - Japao)
com penetrador diamantado piramidal tipo Knoop, em profundidade utilizando carga
estatica de 25gf, aplicada por 10s. As indentacGes foram realizadas na regido de
subsuperficie (30 um abaixo da superficie de esmalte e as marcacdes seguintes em
60 um e 100 pum da superficie) nas trés areas. Entre cada uma destas areas, foi
mantida a distancia de 1000 ym, com o objetivo de evitar qualquer interferéncia entre
as areas. Para cada profundidade e area, foram realizadas trés indentagdes, com uma
distancia de 200 pym entre elas, totalizando nove indentacdes em cada area. Ao final,
foi realizada uma média de cada area (controle, desmineralizada e experimental) e

usado esses valores para analise dos dados (Figuras 9 e 10).
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Figura 9. Desenho esquematico demostrando as indentacdes realizadas em cada
area.

Area Controle Area Desmineralizada Area Experimental

200 pm 200 pm 1000 pm 200 pm 200 pm 1000 pm 200 pm 200 pm
30um -l ~ ~E e e e ~ ~ ~E
60um - ~ T e < R - - g
100 UM < . e - e S ~ = -

Fonte: Ribeiro, BCF.

Figura 10. Microdurémetro usado na analise de microdureza longitudinal.

Fonte: Ribeiro, BCF.
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3.11 Analise de dados

Os dados foram analisados quanto a sua distribuicdo e homogeneidade, e se
apresentaram normais e homogéneos, assim realizou-se a analise de variancia a um
criterio (ANOVA One-Way) para as andlises do perfil de desgaste, rugosidade
superficial e microdureza longitudinal. Para a comparacdo das médias, empregou-se
o teste de Tukey em nivel de significancia de 5%. As imagens obtidas por microscopia

confocal a laser foram analisadas qualitativamente.
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4. RESULTADOS

4.1 Perfil de desgaste

Na analise do perfil de desgaste foi possivel observar que ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p>0,05) entre os grupos controle, Duraphat® e
experimental. Pode-se observar que todos eles apresentaram perda mineral similar

do esmalte superficial (Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio-padrdo, em pum, do
perfil de desgaste dos grupos analisados.

Grupos Perfil de desgaste (Rv)
Controle 4,22 + 1,022
Duraphat® 4,09 + 0,862
Experimental 4,19 + 0,732

*Mesma letra indica similaridade estatistica.

Fonte: Ribeiro, BCF.

4.2 Rugosidade

Na rugosidade superficial de cada area isoladamente, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos analisados (p>0,05). Ao fazer uma
analise da rugosidade interna do grupo, em todos eles o valor de rugosidade na area
controle foi diferente estatisticamente das areas desmineralizada e experimental
(p<0,05). No entanto, entre as areas desmineralizada e experimental ndo houve

diferenca estatisticamente significante (p>0,05) (Tabela 2). Assim, no inicio do estudo
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a superficie de esmalte apresentava-se mais rugosa, e apos o primeiro desafio erosivo
houve uma diminuicéo da rugosidade superficial que se manteve até o final do estudo
(Figura 11).

Tabela 2. Média e desvio-padrdao, em um, da rugosidade da superficie de esmalte
das areas analisadas.

Controle 3,81 + 0,768 1,04 + 0,41%8 0,98 + 0,38%8
Duraphat® 4,56 + 1,18%A 1,50 + 0,68%8 1,00 + 0,4028
Experimental 4,25 + 0,933 1,64 £ 0,67%8 1,03 + 0,413

*Letra mindscula - comparagado na coluna; letra mailscula - comparacao na linha.

*Mesma letra indica similaridade estatistica.

Fonte: Ribeiro, BCF.

Figura 11. Alteracdo da rugosidade superficial ao longo do estudo para os
diferentes grupos analisados.
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=@ Controle = =®-Duraphat Experimental

Fonte: Ribeiro, BCF.
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4.3 Microdureza longitudinal em profundidade

Para a microdureza analisou-se separadamente as diferentes areas e
observou-se que as regibes controle, desmineralizada e experimental, n&o
apresentaram diferenca estatisticamente significante (p>0,05) (Tabela 3). Ao fazer
uma analise dos grupos internamente, observou-se que 0S grupos controle e
experimental apresentaram diferenca estatisticamente significante entre as areas
controle - desmineralizada e controle - experimental (p<0,05). Entre as areas
desmineralizada - experimental houve um declinio nos valores da microdureza, no
entanto, essa diferenca néo foi estatisticamente significante (p>0,05) (Figura 12). No
grupo Duraphat®, houve diferenca estatisticamente significante apenas entre as areas

controle - experimental (p<0,05).

Tabela 3. Média e desvio-padrdo, em pm, da microdureza longitudinal das areas
analisadas.

Grupos Area Area Area
controle desmineralizada experimental
Controle 325,46 + 37,10%A 283,89 + 32,018 253,00 + 55,5028
Duraphat® 310,81 + 32,2734 281,73 + 46,05*"8 248,85 + 66,4138
Experimental 331,27 + 62,34%A 275,83 + 50,948 249,09 + 41,7928

* Letra minUscula - comparac&o na coluna; letra mailscula - comparagdo na linha.

*Mesma letra indica similaridade estatistica.

Fonte: Ribeiro, BCF.
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Figura 12. Alteracao da microdureza longitudinal ao longo do estudo para os
diferentes grupos analisados.
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Fonte: Ribeiro, BCF.

4.4 Analise morfoldgica

Na analise das imagens realizadas no microscépio confocal a laser das areas
controle, desmineralizada e experimental, em todos 0s grupos observa-se uma
mudanca na superficie do esmalte. Nas imagens abaixo (Figuras 13 e 14) é possivel
observar a evolucdo do processo erosivo ao longo do estudo. Na area controle, o
esmalte apresentava um aspecto mais uniforme, sem porosidades e auséncia de
areas de desmineralizacdo. Nas areas desmineralizada e experimental, 0 esmalte
apresentava um aspecto rugoso, com algumas porosidades e extensas areas de
desmineralizacdo, sendo que em algumas imagens foi possivel observar pequenas
depressdes na superficie, ficando evidente a perda mineral, principalmente, ao
observar as imagens em 3D (Figura 14). As imagens foram semelhantes, portanto,
morfologicamente, ndo houve diferenca entre os grupos controle, Duraphat® e

experimental.



41

Figura 13. Superficie de esmalte das areas controle, desmineralizada e experimental
dos grupos analisados. Grupo Controle: A — area controle. B — éarea
desmineralizada. C — area experimental. Grupo Duraphat®: D — area controle. E —
area desmineralizada. F — area experimental. Grupo Experimental: G — éarea
controle. H — area desmineralizada. | — area experimental.

Fonte: Ribeiro, BCF.

*Seta azul: areas com leve depresséo na superficie de esmalte.
*Seta amarela: areas com porosidades.

*Area demarcada em verde: superficie rugosa e desmineralizada.
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Figura 14. Superficie de esmalte em 3D das areas controle, desmineralizada e
experimental dos grupos analisados. Grupo Controle: A — area controle. B — area
desmineralizada. C — area experimental. Grupo Duraphat®: D — area controle. E —
area desmineralizada. F — area experimental. Grupo Experimental: G — area controle.
H — area desmineralizada. | — area experimental.

Grupo Controle

Grupo Duraphat

*Seta azul: areas com leve depresséo na superficie de esmalte. Fonte: Ribeiro, BCF.
*Seta amarela: &reas com porosidades.

*Area demarcada em verde: superficie rugosa e desmineralizada.
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5. DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos, em todos os grupos analisados houve
desmineralizacdo da superficie de esmalte, e essa perda mineral foi semelhante ao
comparar 0os grupos entre si. No grupo controle, como nenhum tratamento foi
realizado, ja era esperado uma perda mineral consideravel. Nos grupos Duraphat® e
experimental foi possivel observar que os vernizes empregados néo foram eficientes
em proteger o esmalte e impedir a progressdo da perda mineral causada pelo

processo erosivo, que foi induzido por sucessivas imersdes em Coca-Cola®.

Na realizacao deste estudo foram utilizados incisivos deciduos provenientes do
Banco de Dentes. Os dentes deciduos apresentam as suas particularidades e difere
dos dentes permanentes, pois S80 menores e apresentam uma camada de esmalte
mais fina [5,55]. Em relagdo a composicao mineral, o esmalte deciduo contém maior
quantidade de carbonato incorporado em seus cristais, e esses ions CO 32~ podem
substituir um grupo OH ~ e formar uma hidroxiapatita tipo A, ou substituir um grupo
PO 43 e formar uma hidroxiapatita do tipo B. O esmalte deciduo é composto
basicamente de hidroxiapatita tipo A que é significativamente mais solavel [5,55].
Esses cristais de hidroxiapatita estdo dispostos em feixes formando os prismas de
esmalte, que também diferem nos dentes deciduos pois sdo menores, menos
organizados e mais espalhados, tendo uma maior distancia interprismatica [5,55,56].
O esmalte deciduo também € menos mineralizado, enquanto o permanente apresenta
cerca de 97% do seu volume de contedado mineral, o dente deciduo apresenta cerca
de 81-94% [2]. Essas diferencas fazem com que os dentes deciduos sejam mais
susceptiveis a desmineralizacdo, e, portanto, o comportamento dos vernizes

empregados podem ser distintos no dente permanente.

Para os desafios erosivos a Coca-Cola® foi utilizada, por ser uma bebida
amplamente consumida e que apresenta pH baixo (2,5) e alta acidez titulavel,
caracteristicas importantes para induzir a desmineralizacdo do esmalte [8]. O intuito
foi simular o dia a dia de uma crianca que faz uso da bebida, visto que atualmente
cada vez mais as criancas consomem refrigerantes [3]. Diversos estudos também
utilizaram a Coca-Cola® para induzir a desmineralizacéo [3,4,26,28,29], porém houve

uma variagdo na forma como os ciclos erosivos foram realizados. A metodologia
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empregada neste estudo ja foi utilizada pelo grupo de pesquisa em estudo anterior
[53] e a proposta de realizar seis ciclos erosivos por dia durante cinco dias

consecutivos foi simular uma condigéo de desgaste erosivo intenso.

No presente estudo o microscépio confocal a laser foi utilizado para a
realizacdo das analises quantitativas de perfil de desgaste e rugosidade superficial, e
andlise qualitativa da morfologia da superficie de esmalte. O microscépio confocal a
laser gera imagens de planos focais especificos e em alta resolugdo, através do
escaneamento da superficie pelo laser, isso permite analisar detalhadamente a
topografia da superficie de esmalte, como também, quantificar a perda e a
profundidade de tecido mineral perdido [57,58]. A perda da dureza superficial foi
medida através de um penetrador de diamante romboide knoop, € um método muito
utilizado em estudos in vitro, e sensivel a alteracbes na camada mais superficial de
uma leséo erosiva, assim, € possivel obter informacdes precisas de lesdo erosiva

precoce na superficie de esmalte [57].

O verniz fluoretado Duraphat® foi utilizado pois vem sendo bem estudado na
prevencdo da erosdo dentéria [5,6,56] e utilizado como controle comercial, além
disso, € um produto comumente utilizado na clinica odontol6gica. Neste estudo, o
verniz Duraphat® ndo foi eficaz em impedir a progressdo do desgaste erosivo da
superficie dentaria. Assim como o estudo de Murakami et al. [56], em que 0 verniz
fluoretado ndo conseguiu proteger a superficie de esmalte de dentes deciduos
submetidos a desafios erosivos com Coca-Cola®, e houve também, reducéo da dureza
knoop ao longo do experimento, o que corrobora com os resultados deste estudo.

Para a erosdo dentéria, o propolis ja foi utilizado visando modificar a pelicula
salivar devido aos polifendis que fazem parte da sua composicao quimica, e assim
aumentar o seu efeito protetor, entretanto, os resultados ndo foram satisfatérios
[59,60]. E para remineralizar o esmalte dentario apds 0 processo erosivo, em que se
mostrou eficaz quando utilizado o 6leo de prépolis e houve um aumento da
microdureza Vickers [61]. Estes estudos foram in vitro e realizados com dentes
permanentes. No presente estudo, empregou-se o0 extrato e em saliva artificial que
nAo possui proteinas para interagir com o prépolis, sendo provavelmente uma possivel

explicacéo dos resultados obtidos.
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A quitosana, por sua vez, vem demostrando ser um material promissor em
estudos de erosdo dentéaria. A sua utilizagdo tanto em esmalte quanto em dentina,
mostra que esse biopolimero consegue aderir aos substratos dentais e dessa forma
proteger a superficie, reduzindo a perda mineral [62-65]. Nesse contexto, um estudo
anterior realizado pelo grupo de pesquisa [64], obteve resultados interessantes com a
utilizacdo de uma solucéo de quitosana semelhante a empregada no presente estudo.
A solucao utilizada foi capaz de controlar o processo erosivo, diminuindo a perda de
estrutura dentinaria. No entanto, foram usados dentes bovinos, que apresenta
caracteristicas semelhantes aos dentes permanentes humanos [66]. A associacdo de
quitosana, flior e ions metalicos (estanho/tetrafluoreto de titanio) também vem sendo
bastante investigada e demonstrado resultados animadores [48-52]. No entanto, a
literatura ainda é escassa de estudos com solucdes de quitosana aplicadas em dentes
deciduos, e como estes diferem dos dentes permanentes, é necessario o seu estudo.
No presente trabalho observou-se que a solucdo a base de quitosana néao foi eficaz
na paralisacéo do processo erosivo, essa diferenca com a literatura é provavelmente

devido as particularidades da estrutura analisada.

Existem poucos estudos que analisaram a associacdo de propolis e quitosana,
sendo que estes avaliaram a sua eficacia contra biofilmes de Enterococcus faecalis.
Como ambos possuem propriedade antimicrobiana, esse sinergismo foi capaz de
inibir o crescimento bacteriano e a formacéo de biofilme [67], inclusive em dentes
deciduos [68], na qual a solucdo de propolis/quitosana demonstrou ser efetiva como
medicacdo intracanal. Ndo ha pesquisas envolvendo o verniz prépolis/quitosana no

processo erosivo que possa servir de comparacao.

Ao avaliar os valores da rugosidade superficial (Sa) observa-se que houve uma
diminuicdo ao longo do estudo, ou seja, no inicio 0 esmalte estava mais rugoso. I1sso
pode ser explicado devido ao poder de desmineralizacdo da Coca-Cola®, que ao
entrar em contato com a superficie de esmalte acarreta perda mineral e
conseqguentemente proporciona uma certa homogeneidade dessa superficie.
Evidenciando assim, tanto o efeito erosivo da Coca-Cola®, quanto a ineficiéncia dos
vernizes empregados que ndo conseguiram impedir esses efeitos na superficie
dentaria. No entanto, ao analisar detalhadamente a morfologia da superficie de
esmalte, no inicio do estudo o esmalte tinha uma topografia menos irregular e ao final

aumentou-se a aparéncia irregular. Essa diferenca provavelmente ocorreu devido a
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analise morfologica ser realizada em uma magnificacdo muito maior que a analise da

rugosidade, e assim, observou-se os detalhes de uma area bem pontual da superficie.

Pode-se observar a perda mineral continua em decorréncia dos desafios
erosivos para todos os grupos, que foi demonstrado pela diminuicdo dos valores de
microdureza ao longo do estudo. Da mesma forma, em relacéo ao perfil de desgaste,
houve perda mineral semelhante nos trés grupos, nas areas submetidas aos desafios
erosivos (areas desmineralizada e experimental). Demonstrando que nenhum

tratamento realmente conseguiu paralisar e nem diminuir a perda estrutural.

Apesar dos resultados mostrarem que ndo houve uma eficacia do verniz
experimental, € importante ressaltar a proposta inovadora do estudo ao utilizar um
verniz de origem natural e com dois biomateriais com propriedades farmacoldgicas
bem relatadas na literatura [34,35,42,45]. Além disso, a busca por novos materiais na
tentativa de impedir ou minimizar os danos causados pela eroséo dentaria é desejavel,
principalmente na denticao decidua, visto que essa condi¢céo tem se tornado cada vez
mais prevalente e atinge cada vez mais a populacdo jovem [7]. Os refrigerantes
carbonatados vém sendo bastante consumido pelas criancas, e como tem uma alta
capacidade de desmineralizacdo, € essencial que o cirurgido-dentista oriente o0s
pais/responsaveis sobre o seu consumo, no intuito de prevenir a erosdo dentaria e
evitar danos maiores a denticdo decidua, dado a importancia de manter os dentes
deciduos saudaveis até a sua esfoliacdo. Desse modo, mais estudos que visem o

tratamento da erosdo dentaria em dentes deciduos sao necessarios.
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6. CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada no presente estudo, conclui-se que:

e O verniz experimental de prépolis/quitosana ndo foi capaz de impedir a
progressdo da perda mineral na superficie de esmalte dos dentes deciduos
decorrente do processo erosivo.
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