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RESUMO

A quitosana é um biopolimero que possui atividade antimicrobiana contra
patdgenos orais, mas seu efeito na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte
dentério submetido ao desafio erosivo tem sido pouco investigado. O objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito das nanoparticulas de quitosana (ChNP)
dispersas em solucdo, na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte dentario
submetido ao desafio erosivo. A solugdo de ChNP na concentracdo de 3,85
mg/mL foi obtida através da geleificagdo ibnica. Foram utilizados 52 terceiros
molares inclusos para obtencdo de blocos de esmalte (4 x 4 mm) e 4 grupos
foram formados (n=26) de acordo com as solugfes testadas: G1 - 3,85 mg/mL
ChNP; G2 - solucéo de fluoreto de sédio (NaF) 0,5 mg/mL (controle positivo); G3 -
Solugdo de quitosana 5 mg/mL; G4 - agua destilada (controle negativo). As
amostras foram imersas em acido citrico 1% monohidratado por 90s, lavadas em
agua destilada e em seguida imersas por 2 horas em solucdo remineralizadora e
lavadas com agua destilada. Este ciclo foi repetido 4 vezes ao dia durante 7 dias.
Apoés a 1° e 4° exposicao ao acido, as solucdes foram aplicadas (tratamento) de
acordo com cada grupo, por 2 min e imersas em solucédo remineralizadora. No
final de cada dia, as amostras permaneceram em solucdo remineralizadora. A
dureza Vickers (VHN) (n=26), e a analise do desgaste dentario por perfilometria
(n=15) foram realizadas antes e ap0s o desafio erosivo. A porcentagem de perda
de dureza (%SMH) foi realizada ap6s o desafio. Os dados foram analisados por
Anova e Tukey com a=0,05. Houve diferenca estatistica significante nos valores
de VHN e %SMH somente com o grupo controle negativo, o qual apresentou
menor dureza (258,3 + 41,9) e maior %SMH (34,5 + 10,5). Entre as solucfes teste
nao houve diferenca estatistica. Para os resultados de perda mineral, houve
diferenca significante entre todos grupos com maior desgaste para 0 grupo
controle negativo (6,4 = 0,3 um) > quitosana (4,5 + 0,4 um) > ChNP (3,0 £ 0,4 um)
> NaF (1,2 + 0,3 um). Conclusdo: As nanoparticulas de quitosana diminuiram o

desgaste do esmalte ocasionado pela eroséo dentéria.

Palavras-chave: Quitosana; Erosdo Dentaria; Testes de Dureza; nanoparticulas.



ABSTRACT

Chitosan is a biopolymer that has an antimicrobial activity against oral pathogens,
but its effect on the prevention of enamel demineralization enslaving an erosive
challenge has been little investigated. The objective of the study was to evaluate
the effect of dispersed chitosan nanoparticles (ChNP) in solution in the prevention
of the demineralization of dental enamel submitted to erosive challenge. A solution
of ChNP at the concentration of 3.85 mg / mL was obtained by ionic gelation. (4 x
4 mm) and 4 groups were formed (n = 26) according to the tested solutions: G1 -
3.85 mg / mL ChNP; G2 - 0.5 mg / mL sodium fluoride (NaF) solution (positive
control); Solution of G3-chitosan 5 mg / mL; G4 - distilled water (negative control).
As the samples were made in 1% citric acid monohydrate to 90, washed in distilled
water and then for 2 hours in remineralizing solution and washed with distilled
water. This cycle was repeated 4 times daily for 7 days. After a 1st and 4th
exposure to acid, how its solutions will be applied in each group, for 2 minutes and
in terms of remineralizing solution. At the end of each day, like samples in
remineralizer. The Vickers hardness (VHN) (n = 26), and an analysis of tooth wear
by profilometry (n = 15) were before and after the erosive challenge. The
percentage of hardness loss (% SMH) was performed after the challenge. Data
were analyzed by Anova and Tukey with a = 0.05. There was a statistically
significant difference in the values of VHN and% of SMH only with the negative
control group, which presented lower hardness (258.3 + 41.9) and higher% SMH
(34.5 = 10.5). Among the test solutions there is no statistical difference. (4.4 = 0.3
pm) Chitosan (4.5 £ 0.4 um) ChNP (3.0 £ 0.4 um) 0.4 um NaF (1.2 £ 0.3 um).
Conclusion: As the chitosan nanoparticles decreased enamel wear caused by

dental erosion.

Keywords: Chitosan; Tooth erosion; Hardness; Nanoparticles.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ChNP Nanoparticulas de quitosana
VHN Numero de Dureza Vickers
% SMH Porcentagem de mudanca de dureza de superficie

NasP3010- TPP Tripolifosfato de sodio

pH Potencial hidrogeniénico
% Porcentagem

HA Hidroxiapatita

nm Nanbmetro

mm Milimetro

um Micrémetro

KDa Quilodalton

CH Quitosana
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1. INTRODUCAO

Uma das causas mais comuns de perda de estrutura dentaria € a
erosao, a qual é caracterizada pela perda patologica e progressiva de estrutura
dentaria causada por acdo de &acidos sem envolvimento bacteriano,
provenientes da dieta (origem extrinseca) ou do acido cloridrico (HCI) do
estbmago que chega a cavidade bucal em decorréncia de distarbios
gastroesofagicos (origem intrinseca) (AMARAL et al, 2012; BARTLETT, 2007).

Durante as fases iniciais, 0s sinais e sintomas sao raramente percebidos
pelos pacientes. Em casos avancados, surge 0 aparecimento da dor como
resultado da exposicdo da dentina, bem como a perda da anatomia dentéaria e
da dimenséo vertical de ocluséo. Dessa forma, € muito importante o tratamento
precoce por implementacdo de medidas preventivas e terapéuticas. Com este
proposito, a aplicagéo regular de fluoretos destinados a reduzir a solubilidade
das superficies dentarias tem sido utilizada (LUSSI et al., 2011). A formacao de
fluoreto de calcio (CaF,) na superficie dentaria pelos compostos fluoretados é
considerada o principal mecanismo de protecdo contra a erosao,
principalmente para o fluoreto de sodio (NaF), o fluoreto estanhoso (PINI et al.,
2016) e o fluoreto de amina (WIEGAND et al., 2009).

Além da aplicacéo topica de fluoretos, outra estratégia para controlar ou
prevenir o aparecimento das lesfes causadas por erosdo é a aplicacdo de
agentes com efeito terapéutico, como por exemplo biopolimeros. (GANSS et
al., 2012; MEDEIROS et al., 2014).

Biopolimeros sdo vistos com grande interesse pela comunidade
académica em funcdo de serem obtidos a partir de fontes renovaveis de
energia e por apresentarem, em sua grande maioria, biocompatibilidade e
biodegradacdo superiores quando comparados aos polimeros sintéticos
(HONARKAR; BARIKANI, 2009).

A quitina € um biopolimero linear de unidades de N-acetilglicosamina
ligadas por unides glicosidicas R-(1-4) presente nos exoesqueletos da maioria
dos crustaceos, sendo considerado o segundo maior biopolimero disponivel na
natureza e sua producdo é estimada em 10° - 10* toneladas ao ano (DASH et
al., 2011). A parcial desacetilagéo alcalina da quitina resulta na quitosana, a

gual é um polissacarideo composto de unidades D-glicosamina (2-amino-2-
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deoxi-D-glicopiranose) e N-acetilglicosamina  (2-acetamido-2-deoxi-D-
glicopiranose) ligados por unifes glicosidicas [-(1-4). Nos ultimos anos, a
guitosana tem sido vastamente utilizada na veiculagdo de medicamentos, bem
como na engenharia de biomateriais aplicada a odontologia (TAVARIA et al.,
2013).

A quitosana é um dos biopolimeros de escolha para preparacdo de
nanoparticulas devido as suas propriedades de biodegradacdo, auséncia de
toxicidade, biocompatibilidade e atividade antimicrobiana (KONG, 2010, ING et
al., 2012), além disso também tem sido utilizada na sintese de nanoparticulas,
devido a sua facil obtencdo, principalmente pelo método de geleificacdo ibnica
(SINHA et al., 2004). Produtos em nanoescala, como as nanoparticulas, ndo
apenas podem ser usadas como carregadores biologicos dentro do biofilme
para atuacao antimicrobiana, mas permitem continua e controlada liberacéo do
agente terapéutico, mantendo-o em niveis desejados no local e interagindo nos
tecidos (AYDIN; PULAT, 2012), possuindo grande aplicagdo na odontologia.

Os estudos que investigaram a acdo da quitosana na prevencao ou
desenvolvimento da erosdo dentaria ainda sao poucos, de modo que a maioria
incorporou a quitosana em dentifricios com outros agentes terapéuticos
(fluoretos, estanho e triclosan) ndo sendo possivel avaliar o efeito isolado da
qguitosana (CARVALHO et al., 2014). Além disso, ainda nao foi investigado o
efeito das nanoparticulas de quitosana na prevencao da erosao dentaria.

Diante da escassa literatura envolvendo nanoparticulas de quitosana na
prevencao da erosado dentéria, este estudo avaliou o efeito das nanoparticulas
de quitosana na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte dentario
submetido ao desafio erosivo por meio dos testes de dureza e de desgaste do

esmalte por perfilometria dptica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Eroséo dentaria

As superficies dentarias sdo expostas a ataques quimicos e fisicos que
podem ocasionar perda de tecido mineralizado e diminuicdo da funcdo do
elemento dentario ao longo da vida. A erosédo dentaria € a perda de estrutura
dentaria causada por um processo quimico sem o envolvimento de bactérias
(HUYSMANS, CHEW e ELLWOOD, 2011; CARVALHO et al., 2016).

Durante a ultima década, a erosédo dentaria cresceu em todas as faixas
etarias, devido a um aumento na ingestdo de bebidas e alimentos acidos,
contendo principalmente o &cido citrico. Este acido é comumente encontrado
em refrigerantes e em sucos acidos sendo o um dos responsaveis pelo
potencial erosivo destas bebidas (KREULEN et al., 2010; HANNIG et al., 2005).

A sua etiologia € atribuida a fatores quimicos, biolégicos e
comportamentais. Os fatores quimicos podem ser classificados em intrinsecos
guando provenientes do suco gastrico, e extrinsecos, quando originados de
alimentos e bebidas acidas. Os fatores que determinam o potencial erosivo de
alimentos e bebidas sdo: pH (potencial hidrogenidnico), acidez titulavel e
concentracdes de calcio, fosfato e flior (LUSSI et al., 2012). Dentre os fatores
biologicos, o principal é a saliva, pois ela apresenta mecanismos protetores
como a dissolucéo dos acidos e a formacéao da pelicula adquirida (LUSSI et al.,
2011). Os fatores comportamentais sdo: qualidade da alimentacao; frequéncia,
tempo, forma e horario de consumo de alimentos e bebidas &cidas; presenca
de doencas psicossomaticas, como a bulimia; e ingestdo de medicamentos que
interferem no fluxo salivar (KANZOW et al., 2016). Além de todos esses
fatores, a escovacao dentaria logo apos a ingestdo do alimento &cido, também
pode influenciar no processo de erosédo tendo em vista que, neste caso, existe
associacao entre erosao e a abrasdo (ALl et al., 2002; GRIPPO et al., 2004).

Como as lesGes podem ter etiologia multifatorial (quimica, biologica e
mecanica), nos ultimos anos tém sido questionada a terminologia “erosao
dentaria” para o uso da terminologia “biocorrosao” (GRIPO, 2012). O fenébmeno
chamado de “biocorrosao”, que se refere a degradacdo quimica, eletroquimica
e bioquimica da estrutura dental em organismos vivos, é considerado o termo

mais adequado para designar este processo, o qual pode ocorrer por causa da
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acdo de &cidos e por efeitos proteoliticos e piezoelétricos da dentina.
Diferentemente da “erosao dentaria”, caracterizada pela degradagdo mecanica
gerada pela movimentacdo e atrito de fluidos em contato com as estruturas
dentais (GRIPO, 2012). Infelizmente, ainda n&o existe uma padronizagdo na
literatura quanto a terminologia mais adequada deste fenbmeno que acomete a
cavidade bucal.

Qualquer substancia acida com pH inferior ao critico para o esmalte (5,5)
e dentina (4,5) pode dissolver os cristais de hidroxiapatita do elemento dentario
(HA). Esta situacado pode ocorrer dependendo das concentracdes de ions
calcio e fosfato da saliva, bem como da quantidade de fllor para que o
processo de remineralizagcdo ocorra (ALl et al., 2002; GRIPPO et al., 2004,
BARRON et al., 2003).

A desmineralizacdo do esmalte por erosao inicia com uma perda de ions
minerais, 0 que provoca um amolecimento superficial. Quando a superficie do
dente continua exposta ao acido a desmineralizacdo pode, eventualmente,
evoluir para uma perda irreversivel de estrutura e reducéo da dureza (GANSS,
2006; SHELLIS et al., 2011; LUSSI et al., 2011).

Evitar o consumo excessivo de alimentos e bebidas acidas é a forma
mais eficaz de prevencédo da erosao, no entanto, € impossivel nao ter contato
com esses produtos durante toda a vida. Assim, medidas preventivas sao
estudadas, como o aconselhamento alimentar, a estimulacéo do fluxo salivar e
mudancas no habito de consumo de bebidas com potencial erosivo, bem como
0 uso de compostos fluoretados eficazes na prevencédo da desmineralizacao
dentaria e desenvolvimento de formas de apresentacdo alternativas dos
produtos e de protocolos de aplicacdo (MAGALHAES et al., 2009).

Ja é comprovado o efeito de fluoretos na protecéo da carie (MARINHO
et al., 2004; WALSH et al., 2010). No entanto, na erosao dentaria, o fluoreto por
si so, utilizado principalmente em combinag&o com o sodio (Na*), mostra uma
eficacia limitada (PINI et al., 2016). Isso torna necesséria a adicdo de cations
metélicos polivalentes, como por exemplo, o estanho para melhorar seu efeito
protetor. Além disso, compostos alternativos, como os biopolimeros, também
sdo estudados com o intuito de prevenir o processo de desmineralizacdo

causado por erosdo dentaria.
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2.2 Quitosana e Nanoparticulas de quitosana

Biopolimeros ou copolimeros sédo produzidos a partir de matérias-primas
de fontes renovaveis, como milho, cana-de-acucar, celulose e quitina (Norma
ABNT NBR 15448-1). Depois da celulose a quitina é o segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, sendo o principal componente do exoesqueleto
de crustidceos e insetos, de modo que sua presenca ocorre também em
nematoéides e parede celular de fungos e leveduras (KUBOTA et al., 2000).

A quitosana é um polissacarideo obtido da desacetilacdo da quitina,
extraido essencialmente da carapaca de caranguejo e camardo. Quitina e
quitosana sdo constituidas por unidades N-acetil- D-glicosamina e D-
glicosamina em proporgdes variaveis, sendo que o0 primeiro tipo dessas
unidades predomina no caso de quitina, jA& a quitosana € composta
principalmente, por unidades D-glicosamina (KUBOTA et al., 2000; PETRI et
al., 2007).

O processo de desacetilacdo da quitina ocorre em meio basico com a
solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) a 40%, sob a temperatura de 120°C,
durante um periodo de 3 horas, consistindo na remocédo dos grupos acetil da
cadeia de quitina, resultando grupos amino livres (NH,) (FIGURA 1). Como a
reacdo de desacetilacdo da quitina para obtencdo da quitosana néo ocorre de
forma total (ndo se obtendo um homopolimero estruturalmente 100%
desacetilado), a quitosana € considerada um copolimero com unidades 2-
amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicose, as quais sé&o
unidas por ligagbes glicosidicas do tipo B (1-4), com sua estrutura C6 sendo
composta de um grupo amino primario e dois grupos hidroxilas livres (SILVA,
2012).

O biopolimero é considerado quitosana quando o grau de desacetilacao
for superior a 40%. O grau da quitosana em produtos comerciais normalmente
se encontra na faixa de 70 a 95%, e a massa molar média entre 10 e 1000kDa.
A quitina e quitosana sdo semelhantes quimicamente, mas diferentes no grau
de desacetilacdo, o que modifica suas caracteristicas fisico-quimicas,
biolégicas, biomédicas, dentre outras. Essa diferenca € percebida na

solubilidade, sendo a quitina insolivel em 4gua e na maioria dos solventes
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organicos e a quitosana € sollvel em acidos fracos, como o acido acético e o
acido férmico (TAVARES, 2011; SILVA, 2012).

O polimero da quitosana obtido deve ser caracterizado de acordo com o
seu grau de desacetilacdo e massa molar, pois tais caracteristicas podem
contribuir para a degradacéo e hidrélise do polissacarideo (COSTA SILVA et
al.,2006; SAO PEDRO et al.,2009).

HO 0
HO

NHCOCH NHCOCH, AR

Quitina

‘ Desacetilacdo alcalina

CH,OH

OHI

Quitosana
FIGURA 1. Processo de desacetilacao da quitina e obtencdo da quitosana.
FONTE: Adaptado de COELHO et al. (2010)

A  quitosana  possuli propriedades  de biocompatibilidade,
biodegradabilidade, bioadesdo, acdo anti-inflamatéria, antimicrobiana e
cicatrizante (SENEL; KASSQUIER, 2000; TAVARIA et al., 2009; FUJIWARA,
HAYASHI; OHARA, 2004). Algumas areas de aplicacdo da quitosana sao:
biofarmacéutica, agricultura, tratamento de agua, indastria alimenticia e
indastria de cosméticos. Porém sua maior aplicacdo é na area biomédica
(biomateriais, em suturas cirurgicas, implantes dentarios, reconstituicdo 0ssea,
liberacdo controlada de farmacos em animais e encapsulamento de materiais)
(AZEVEDO et al., 2007).

A quitosana pode ser sintetizada em microesferas ou em nanoparticulas.
Sendo muito utilizada como carregador de agentes terapéuticos para modificar

a liberacdo de farmacos em formulagbes de administracdo oral, nasal,
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transdérmica e tépica. As nanoparticulas se comportam semelhante a um
fluido, quando dispersadas no ambiente, devido ao seu tamanho muito
pequeno e elevada energia superficial (SILVA, 2012; NEVES, 2013).

As nanoparticulas de quitosana tém uma aplicacdo interessante na area
médica e de salude por sua capacidade de controlar a liberacdo de agentes
ativos, além de evitar o uso de solventes perigosos durante a sua preparacao,
devido a sua solubilidade em solucao acida aquosa (WILSON et al., 2010).

Nos ultimos anos, muitos métodos para a sintese de nanoparticulas de
quitosana foram desenvolvidos, mas uma das técnicas mais utilizadas é a de
gelificacdo idnica (AGNIHOTRI et al., 2004). A formagéo das nanoparticulas
pelo método de geleificacdo ibnica esta fundamentada na presenca de ligacdes
inter e intramoleculares entre a quitosana e o tripolifosfato de sédio (NasP301p -
TPP) que é um polianion multivalente (AJUN et al., 2009). O TPP apresenta
baixa toxicidade, baixo custo e ao contrario de outros agentes reticulantes, ele
nao apresenta graves restricdes de manuseio e armazenamento.

Esta técnica envolve a adicdo, a temperatura ambiente, de uma fase
alcalina (pH 7-9) contendo TPP em uma fase acida (pH 4-6) contendo
guitosana. As nanoparticulas sdo formadas espontaneamente apds a mistura
das duas fases atraves de ligacdes inter e intramoleculares formadas entre os
fosfatos do TPP e os grupos amina da quitosana (AOUADA, 2009) (FIGURA 2).

CH20H
CH,0H 0

0 0 O 0/ I :
| OH H
f X | | 2
OH H '+ Na‘or —P—P—P ONat ——=
o|~ "
a' O'Na* O'Na*
0 0O
00/

Na‘'QO'—P—P—P~—-0Na*
| |
O'Na® O'Na'*

Quitosana PP
Nanoparticulas

Fonte: Adaptado de ZHAO et al.. 2011.
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FIGURA 2: Obtencdo de nanoparticulas de quitosana pelo método de

geleificagao ibnica com o TPP.

As aplicacbes da quitosana na odontologia devem-se as suas
propriedades bioadesivas, permeabilizantes, anti-microbianas e
anticariogénicas (DECKER et al., 2005).

A propriedade antimicrobiana da quitosana e seus derivados tem atraido
grande atencdo dos pesquisadores, visto que pode ser uma alternativa para
tratamentos em saude bucal, pois possui uma acao antimicrobiana de largo
espectro, apresentando eficiéncia no combate a diferentes fungos, bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. No entanto, no que diz respeito a atividade
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas existem diferencas, pois a
acao depende das caracteristicas celulares (COSTA et al., 2014).

Costa et al. (2014) avaliaram o efeito da quitosana de alto peso
molecular (624 kDa e grau de desacetilacdo de >75%) e baixo peso molecular
(107 kDa e grau de desacetilacdo de 75-85%) em solucdo de bochecho na
aderéncia microbiana em discos de aluminio, formacdo de biofiime e de
biofilme maduro em microplacas com S. mutans e outros microrganismos. Os
resultados mostraram que as solucdes de quitosana interferiram na aderéncia e
formacdo de biofilme, bem como na desintegracdo do biofilme maduro. Os
autores salientaram que as solucfes a base de quitosana podem ser uma
alternativa natural e de grande potencial para uso em bochechos para auxiliar
no controle e prevencdo da céarie. O estudo de Costa (2015) mostrou que a
ChNP apresentou atividade bactericida contra biofilme de S. mutans quando
em contato continuo com o micro-organismo, permanecendo ativa por 48h.
Entretanto, a literatura é escassa quanto a avaliagdo do efeito das
nanoparticulas de quitosana na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte

dentario causado por erosao dentaria.

2.3 Quitosana e nanoparticulas de quitosana na eroséo dentaria

Os principais estudos envolvendo a eficacia da quitosana em proteger o
esmalte dentario da erosdo sao realizados pela incorporacdo da quitosana em
dentifricios (UYSAL et al., 2011; GANSS et al., 2011; GANSS et al., 2012;
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SCHLUETER et al., 2013; CARVALHO et al., 2014), devido aos agentes ativos
incorporados nos mesmos, como por exemplo hidroxiapatita (HA), biopolimeros
e ions de estanho que podem ser utilizados para prevenir a erosdo dentaria
(GANSS, 2016). Além dos dentifricios serem os principais veiculos de liberacdo
de F pela sua disponibilidade e utlizacdo generalizada pela populacéo
(DANELON, 2014).

Uysal et al. (2011) avaliaram in vivo os efeitos de um dentifricio contendo
apenas quitosana em reduzir a desmineralizagdo do esmalte ao redor de
braquetes ortodonticos e compararam com o dentifricio ndo fluoretado e sem
quitosana (controle). Houve menor desmineralizacdo ao redor dos braguetes
no grupo experimental com quitosana comparado ao grupo controle.

Ganss et al. (2012), realizaram um estudo com o objetivo de investigar in
vitro a prevencdo da erosdo e abrasdo pelo uso de dentifricios contendo
fluoreto de sédio (NaF), ions de estanho (Sn,") (NaF/SnCl,, AmF/SnF,,
AmF/NaF/SnCl,) e fluoreto com quitosana (AmF/NaF/SnCl, + 0,5% quitosana).
O controle positivo foi o fluoreto de estanho (SnF;) em gel. O estudo
demonstrou que, apoés 10 dias de desafio erosivo e abrasivo, 0 AmF/NaF/SnCl,
+ quitosana a 0,5% foi capaz de reduzir a perda de esmalte em 67,3%,
observado na perfilometria, enquanto que um creme dental contendo os
mesmos componentes, exceto a quitosana, reduziu a perda de esmalte em
somente 38,6%. Estes resultados demonstraram que a quitosana pode
apresentar acado na prevencdo da desmineralizacdo, apresentando melhores
resultados quando associada a fluoretos.

Estes resultados também corroboram com o estudo de Ganss et al.
(2011) que demonstrou que o creme dental contendo apenas quitosana em sua
composicao (Chitodent®) reduziu a perda de esmalte de forma semelhante aos
dentifricios contendo apenas NaF (1400 ppm F~ 1490 ppm F “NaF). O controle
positivo Elmex Erosionsschutz® (AmF/NaF/SnCl,) apresentou os melhores
resultados (GANSS et al., 2011).

No trabalho in situ realizado por Schlueter et al., (2013) através da
perfilometria, foi analisado o efeito de um dentifricio com NaF (0,31% NaF
contendo 1400 ppm F’) e outro que tinha em sua composi¢cdo a quitosana
associada a fluoretos (F/Sn/quitosana) na prevencao da desmineralizagcéo. Foi

possivel observar uma reducdo na perda da estrutura de esmalte de 52,5%
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apos a utilizacdo do produto que possuia quitosana, e isso pode ter ocorrido
devido a sua capacidade de formar multicamadas que protegem a superficie do
esmalte (SCHLUETER et al., 2013).

Carvalho et al. (2014) avaliaram in vitro o efeito do uso de dentifricios e
enxaguatorios, respectivamente, apos desafio erosivo e abrasivo pelo teste de
microdureza Knoop. Os grupos do estudo investigados foram: placebo (dgua
destilada); NaF e &gua; F/Sn/quitosana e agua; F/Sn/chitosan e enxaguatoério
com estanho; NaF e NaF. Foi possivel observar uma maior reducdo da
microdureza no placebo, e os grupos tratados com NaF e quitosana
apresentaram menor reducdo de dureza comparada ao controle. Os grupos
com quitosana apresentaram os melhores resultados, pois a quitosana formou
uma camada organica sobre o esmalte, exercendo efeito de prevencdo da
desmineralizagéo.

Lee et al. (2012) investigaram in situ a adsor¢cao da quitosana (60 kDa e
grau de desacetilagdo de 87%) na hidroxiapatita e a habilidade da camada
adsorvida em proteger a hidroxiapatita da exposicdo ao acido citrico. Os
resultados mostraram que a adsorcédo fisica da quitosana na superficie e a
formacéo de cadeias cruzadas do polimero preveniram a erosao na superficie.
A cobertura do polimero pode servir como um método eficiente para proteger a
superficie da erosao, formando uma “camada protetora”.

Estudos testando solugbes para atuarem na remineralizacdo da
estrutura dentaria também sdo encontrados na literatura, como o de Arnaud, et
al. (2010), os quais observaram que as solucbes de quitosana (grau de
desacetilacdo de 87%) em diferentes concentra¢des (1,25 mg/mL, 2,5 mg/mL e
5 mg/mL) interferiram na perda de minerais do esmalte. A concentracdo da
solucéo e tempo de exposicdo do biopolimero ao esmalte influenciaram nesse
processo, sendo os melhores resultados de microdureza obtidos com 2,5
mg/mL e 5 mg/mL e tempos de 60s e 90s de aplicacdo das solu¢des. Embora
este estudo tenha avaliado o efeito das solucbes de quitosana no esmalte
dentario submetido a solucbes acidas, estas foram solucdes de
desmineralizacao e remineralizacao (ciclagem de pH) simulando a cérie.

Ja o estudo in vitro realizado por Pini et al. (2016) avaliou o efeito da
quitosana, com diferentes pesos moleculares e diferentes viscosidades, na

prevencdo da erosado e abrasdo dentaria. Foram produzidas solu¢des contendo
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também ions de estanho e fllor associados a quitosana. Dois experimentos
foram realizados com 5 solugcbes experimentais diferentes: 4 solucbes de
quitosana (grupos CH50, Ch500, Ch1000 e Ch2000, com viscosidade de 50,
500, 1.000 ou 2.000 mPas, respectivamente, 0,5% de quitosana, 500 ppm F’,
800 ppm Sn%*, pH 4,4), um controle positivo (500 ppm F’, 800 ppm Sn**, pH
4,3). O controle negativo foi 0 grupo sem tratamento, para investigar o efeito na
prevencdo da erosdo (experimento 1) e na prevengdo da erosdo/abraséo
(experimento 2). Em ambos experimentos, o grupo controle negativo
apresentou a maior perda de tecido nos resultados da perfilometria, com
diferencgas estatisticamente significativas para todos 0s grupos experimentais
tratados com solucdes que possuiam agente ativos. Desta forma, as solucdes
com quitosana foram eficientes em reduzir o desgaste do esmalte submetido a
erosao dentéria, associados ou ndo aos fluoretos investigados.

Embora os estudos citados tenham avaliado o uso da quitosana como
agente preventivo/terapéutico na erosdo dentaria, a literatura € ainda escassa
com relacdo ao efeito das nanoparticulas de quitosana, dispersas em solucéo,
na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte dentario submetido ao desafio

erosivo. Este fato justifica a conducao de estudos relacionados a esta tematica.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo objetivou avaliar o efeito das nanoparticulas de
quitosana, dispersas em solugdo, na prevencdo da desmineralizacdo do
esmalte dentario submetido ao desafio erosivo com acido citrico, durante 7
dias, por meio dos testes de dureza Vickers, porcentagem de mudanca de
dureza de superficie (% SMH) e desgaste do esmalte dentério por perfilometria

Optica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Desenho do estudo

Este trabalho é caracterizado como um estudo in vitro laboratorial e
experimental, o qual utilizou a técnica de observacdo direta e intensiva
(MARCONI, LAKATOS, 2010).

4.2 Comité de Etica e Pesquisa

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal
da Paraiba — CEP/CCS (CAAE: 46087215.2.0000.5188) (ANEXO A).

4.3 Local de realizagao

O preparo das amostras e das solu¢des de quitosana, nanoparticulas de
guitosana, fluoreto de sodio (NaF), bem como os ensaios de erosdo e de
perfilometria optica foram realizados no LABIO (Laboratorio de Biomateriais do
Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia (PPGO) da UFPB e o ensaio de
dureza foi realizado no Laboratério de Solidificacdo Rapida (LSR) do Centro de
Tecnologia da UFPB.

4.4 Métodos

4.4.1 Sintese das nanoparticulas de quitosana em solucéo
A quitosana utilizada em todos os ensaios deste estudo foi a de baixo peso
molecular (107kDa, 75-85% DD) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (FIGURA 3A).
A quitosana foi dissolvida em solucdo de acido acético 1% m/v (Quimica
Moderna, Barueri, S&o Paulo, Brasil) (FIGURA 3B), na concentracdo de 5
mg/mL, sendo mantida sob agitacdo com agitador magnético (C-MAG HS 7
IKAMAG, Sovereign Com. Lab. Ltda, SP, Brasil) por 24h, em temperatura
ambiente. Apds este periodo a solucéo foi filtrada sob pressdo positiva através
de membranas de porosidades 5 e 0,8um para eliminar os produtos sélidos
resultantes do processo de obtencdo da quitosana. As nanoparticulas de
quitosana foram obtidas pelo método de geleificagdo ibnica com &anions
tripolifosfato de sédio (TPP) (FIGURA 3C). (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
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Assim, 3 mL de solucdo aquosa de TPP preparada com concentracéo de 2,4
mg/mL foram adicionadas a 10 mL das solu¢des de quitosana, sob agitacao de
6000 rpm a temperatura ambiente, por meio de uma bomba de infusdo
(FIGURA 4) com adicdo continua da solu¢do aquosa de TPP sédico a taxa de
60 mL/h. A concentracado final das nanoparticulas de quitosana dispersas na
solucdo foi de 3,85 mg/mL. O pH da solucao foi ajustado para 5,5 com a adicéo
de NaOH. A caracterizacao da formacao das nanoparticulas de quitosana foi

realizada em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa por microscopia

eletrbnica de transmissdo e espectroscopia de absor¢cdo na regido do
infravermelho (COSTA, 2015).

FIGURA 4. Insergédo de 3mL de TPP em 10 mL de quitosana (a mesma sob
agitacdo magnética), em bomba de infusao.
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4.4.2. Calculo amostral

Para o célculo amostral dos blocos de esmalte para o estudo foi utilizado
um erro tipo | de 5% para alfa bicaudal, com uma magnitude de efeito “d” de
0,8, a qual é considerada alta, segundo Cohen (1988). O poder estatistico foi
de 80%. Assim, o tamanho amostral foi de 26 amostras por grupo (n=26).

4.4 .3 Obtencéo das amostras de esmalte dentario

Cinquenta e dois molares inclusos recém-extraidos, por razdes
ortodénticas ou por impactacao, foram obtidos e doados para a pesquisa, apos
aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa do CCS/UFPB e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e Termo de Doacao
de dentes (Apéndice B) pelos doadores. Estes dentes foram armazenados em
solucéo de timol a 0,1% (em peso) no maximo por 1 més, e congelados a 4°C
até o momento de sua utilizacao.

Nas superficies proximais de cada dente foi realizada uma janela de 4
mm X 4 mm, utilizando disco dupla face diamantado em peca de méao do
micromotor, sob refrigeracdo (FIGURA 5A) e dois blocos de esmalte (um em
cada superficie proximal) foram obtidos, com 16 mm? de area. Cada bloco foi
embutido em cano de PVC com resina acrilica (VIPI, Pirassununga, Séo Paulo,
Brazil) (FIGURA 5B), e a superficie de cada bloco foi polida serialmente em
politriz (Arotec, Cotia, SP, Brasil) com discos de lixa de carbeto de silicio de
granulacdo 400, 600 e 1200 e suspensdo de alumina 1lum, sob irrigacéo
constante com agua destilada para padronizacdo da superficie (FIGURA 5C).
Em seguida, as amostras foram inseridas em ultrassom (Ultrasonic Cleaner,
model USC1400, Unique Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo) com agua destilada por
10 minutos para remocdo de impurezas, e foram inspecionadas em
microscopio 6ptico (Nikon 88286, Tokyo, Japan) com aumento de 40x para
avaliacdo de trincas e fraturas. Caso as trincas e/ou fraturas fossem

observadas, a amostra seria descartada.
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FIGURA 5. Preparo das amostras. A. Corte dos blocos de esmalte, B. Amostra

embutida em resina acrilica, C. Polimento em politriz.

4.4.4 — Microdureza Vickers (VHN)

As medidas de dureza foram realizadas antes e apés o desafio erosivo e
aplicacdo das solucdes utilizando microdurbmetro HMV-2, Shimadzu,
Kyoto,Japédo), com indentador Vickers (e carga de 300 g aplicada por 15 s
(KHAMVERDI et al., 2010) (FIGURA 6) . Cinco indentacdes, com distancia de
100 um uma das outras, foram realizadas em cada amostra, antes e depois do
desafio erosivo.

A medida de porcentagem de mudanca dureza de superficie (% SMH =
% surface microhardness measurement) foi calculada pela férmula
(CARVALHO et al., 2013):

% SMH =100 (VHNiniciat — VHNEina))/ VHN nicial

FIGURA 6. Aparelho de microdurémetro (HMV-2, Shimadzu) utilizado no

estudo.
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4.4.5 Formacéao de Pelicula adquirida

A resina acrilica ao redor do bloco de esmalte foi coberta com esmalte
de unha para posterior desafio erosivo e analise em perfilometria Optica. A
seguir, as amostras foram armazenadas em saliva humana por 3 horas a 37°C,
sob agitacdo constante. A saliva foi coletada de um adulto saudavel 1 hora
apos o consumo de bebidas ou alimentos (LUSSI; CARVALHO, 2015).

4.4.6 Desafio erosivo com &cido citrico e Aplicacdo das ChNP
Quatro grupos foram formados de acordo com as solucdes testadas.
Para a andlise de dureza foi utilizado o n=26 por grupo. Para andlise em
perfilometria, foi utilizado o n=15 por grupo.
e Grupo 1: ChNP em soluc&o na concentracdo de 3,85 mg/mL — pH 5,5;
e Grupo 2- Solucéao de fluoreto de soédio na concentracdo de 0,5 mg/mL
(0,05% — pH 6,0) (controle positivo);
e Grupo 3- Solucao de quitosana na concentracéo de 5 mg/mL - pH 4,5;

e Grupo 4 - Agua destilada (controle negativo) - pH 6,0.

As amostras de cada grupo foram sujeitas ao desafio erosivo seguindo
metodologia adaptada do estudo de Souza et al. (2014). A FIGURA 7 mostra o
fluxograma do desafio erosivo. As amostras foram imersas em acido citrico 1%
monohidratado (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (pH 2.35 mL/amostra) por 90s,
lavadas em agua destilada e em seguida imersas por 2 horas em solucdo
remineralizadora e lavadas com agua destilada. Este ciclo foi repetido 4 vezes
por dia durante 7 dias (FIGURA 8). Apds a 1° e 4° exposi¢des ao acido, as
solucdes foram aplicadas (tratamento) de acordo com cada grupo, por 2 min.
Entretanto, apds a aplicacdo das solu¢bes as amostras ndo foram lavadas e
foram imersas em solucdo remineralizadora. No final do desafio erosivo de
cada dia, as amostras permaneceram em solucdo remineralizadora durante a
noite. A solucdo remineralizadora foi composta por Célcio (Ca?*) - 1.5 mmol L™
Fosfato - 0.9 mmol L™; Cloreto de potassio (KCl) 150 mmol L™ em 0.1 mol L™
de tampéo TRIS, pH 7.0 (CARVALHO et al., 2014).
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FASE 1

Acido citrico Tratamento Solucéo
(90 s) IZ> (2 min) I:> remineralizadora

(2 h)
— — Solucado
Acido citrico remineralizadora
(90 s) = (2 h)

Repete IZ> Repete IZ> Solucéo
Fase 2 Fase 1 remineralizadora

(Noite)

FASE 2

FIGURA 7. Fluxograma da aplicac&o das solucdes durante o desafio erosivo.

FIGURA 8. Recipientes utilizados durante o desafio erosivo para as solucdes

de acido citrico (A) e de remineralizacao (B).
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4.4.7 Andlise do desgaste do esmalte dentéario por perfilometria
Optica

ApoOs o desafio erosivo, o esmalte de unha da resina acrilica foi retirado
com lamina de bisturi e a superficie das amostras foi escaneada com o
perfilbmetro Optico (Taylor Hobson - CCI MP, West Chicago, lllinois, USA)
(FIGURA 9). O ponto de referéncia foi a resina acrilica do canto superior
esquerdo. O comprimento de cada scan cobriu a area de referéncia da resina
acrilica e a area tratada em uma érea de 0,8 mm de comprimento (X) x 0,8 mm
de largura (Y). Trés medidas foram realizadas em intervalos de 0,2 mm. A
distancia vertical entre a linha horizontal da area experimental (resina acrilica) e
a area tratada (erodida) foi definida como o desgaste do esmalte dentario. Os
valores foram obtidos em pum pela média das medidas e tratadas com Software
TalyMap Lite 7.2 (64-bit version).

vvvvvvvvv
N

FIGURA 9. Perfildmetro (Taylor Hobson - CCI MP) utilizado no estudo.

Apés o desafio erosivo, as medidas de dureza nas amostras foram

realizadas como descrito no item 4.4.4.

4.5. Anélise dos dados
Os resultados foram analisados pelo software GraphPad Instat, versao
2.0 (GraphPad software, La Jolla, CA, USA). Os dados de dureza, % SMH e
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desgaste de esmalte dentéario foram testados quanto & normalidade pelo teste
Kolmorogrov- Smirnov. Os resultados de dureza e % SMH e desgaste de
esmalte dentario foram analisados pelo teste de ANOVA One-Way e o Pos-
teste de Tukey para comparacdo entre as médias dos grupos experimentais. O
teste t-Student pareado foi utilizado para comparacdo entre os valores de
dureza antes e depois do desafio erosivo em cada grupo experimental. O nivel

de significancia foi de 0,05 (x =0,05).
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5. RESULTADOS
5.1. Microdureza de superficie e % de perda de dureza (% SMH)

A Tabela 1 demonstra as médias de valores de dureza vickers (VHN) do
esmalte dentario antes e apos erosao e a % SMH. Ao se comparar os valores
de dureza antes e apdés o desafio erosivo, todos 0s grupos apresentaram
diminuicdo dos valores de dureza apés desafio erosivo (p=0,001). Foi
observado que nao houve diferenca entre os grupos nos valores de dureza
inicial (p=0,999), possibilitando a comparagéo entre eles apds o desafio erosivo
e aplicagdo das solugcbes. Entretanto, apdés desafio houve diferenca
estatisticamente significante nos valores de dureza entre todos os tratamentos
(Nanoparticulas de quitosana, Quitosana e Fluoreto de sodio) e o grupo
controle (dgua destilada) (p=0,001), ndo apresentando diferenca estatistica
entre si (p>0,05). O mesmo ocorreu para a % SMH, de modo que houve
diferenca estatistica significante entre todos os tratamentos e o grupo controle

(p=0,001), sem ocorrer diferenca entre eles (p>0,05).

Tabela 1. Valores de dureza Vickers (VHN - média + desvio padrdo) e
porcentagem de mudanca de dureza de superficie obtida (%SMH) do esmalte
dentario antes e apoés aplicacao das solucdes e erosdo com acido citrico.

Grupos/Tratamento VHN inicial VHN final %SMH
Nanoparticulas de 369,7 + 21,1*"2 303,6 + 28,7 B2 202+7.4°%
guitosana

(3,8 mg/mL)

Quitosana 370,0 + 18,0 A2 318,0 + 51,4 B2 21.4+94°2
(5 mg/mL)

Fluoreto de Sédio 369,5 + 21,4~ 294.6 + 37,4 B2 22.8 +8.2°%
(0,5 mg/mL)

Agua destilada 369,6 + 25,2 A2 258,3 +41,9 B 34.5 +10.5°
(Controle)

*Letras mailsculas diferentes significam diferenca estatistica significante entre os
valores de dureza antes e depois do desafio para cada grupo (Teste t student pareado,
p< 0,05). Letras minusculas diferentes significam diferenga estatistica significante
entre os valores de dureza dos grupos em cada periodo experimental (ANOVA one-
way e Tukey, p< 0,05).
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5.2. Desgaste do esmalte dentario apos eroséo

A Tabela 2 demonstra a média dos valores do desgate do esmalte
dentério (um) apds aplicagdo da solugBes e desafio erosivo obtidos a partir da
distancia vertical entre a linha horizontal da area experimental (resina acrilica) e
a area tratada (erodida). Apos o desafio erosivo houve diferenca no desgaste
do esmalte entre todos os tratamentos (p=0,001). O grupo de Fluoreto de sédio
apresentou o menor desgaste e o grupo controle o maior desgaste. A ordem
decrescente dos valores de desgaste dentario obtido foi: Fluoreto de sédio (1,2
+ 0,3) < Nanoparticulas de quitosana (3,0 + 0,4) < Quitosana (4,5 + 0,4) < Agua
destilada (6,4 + 0,3) (Tabela 2). A FIGURA 10 representa a andlise de
perfilometria para se medir o desgaste do esmalte.

Tabela 2. Valores médios do desgaste do esmalte dentario (um + desvio
padréo) apos aplicacdo das solugdes e erosdo com acido citrico.

Grupos/Tratamento Desgaste dentario
Nanoparticulas de quitosana 3,0+0,4*°

(3,8 mg/mL)

Quitosana 45+0,4°

(5 mg/mL)

Fluoreto de Sédio (0,5 mg/mL) 1,2+0,3°

Agua destilada 6,4+03"
(Controle)

*Letras mailsculas diferentes significam diferenca estatistica significante entre os
grupos (ANOVA one-way e Tukey, p< 0,05).



32

pm
10

T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 mm

Figura 10: Exemplo do perfil analisado para obtencdo do desgaste do esmalte
em perfildmetro 6ptico. (A) Area de referéncia de resina acrilica (B) Area
experimental de esmalte dentario (C) Desgaste de esmalte (um) definido pela

distancia vertical entre area de referéncia e a experimental.
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6. DISCUSSAO

A nanotecnologia tem sido muito utilizada para desenvolvimento de
produtos na é&rea da saude, com grande potencial de aplicacbes em
odontologia inclusive no desenvolvimento de estratégias na prevencao de
perda de estrutura dentaria causada por erosdo (DANELON, 2014). As
propriedades especiais das nanoparticulas derivam de sua elevada proporgéo
entre area superficial e seu volume, apresentando uma porcentagem
consideravelmente mais alta de &tomos em sua superficie quando comparadas
com particulas maiores, o que pode torna-las mais reativas e com efeito
reposta superior (DANELON, 2014).

O efeito da quitosana em prevenir a desmineralizacdo do esmalte
dentario frente ao desafio erosivo ja foi demonstrada, principalmente quando
incorporada em dentifricios (GANSS et al., 2012; SCHLUETER et al., 2013).
Entretanto, a aplicacdo de nanoparticulas de quitosana no esmalte dentario
para prevenir sua desmineralizacdo durante desafio erosivo ainda nao foi
investigado, sendo o presente estudo inovador nesta avaliacéo.

Neste estudo, as nanoparticulas de quitosana foram sintetizadas pelo
processo de geleificacdo ibnica com o TPP, método muito utilizado na literatura
(NEVES, 2013). Este método se baseia no principio de que a quitosana
carregada positivamente liga-se com o tripolifosfato de sodio negativamente
carregado, o qual é atoxico (NEVES, 2013). A caracterizacao da formacao das
nanoparticulas de quitosana na concentracao utilizada no presente estudo foi
realizado em estudo anterior do nosso grupo de pesquisa por microscopia
eletrbnica de transmissdo e espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho, de modo que as nanoparticulas apresentaram formato esférico
com tamanho médio de 27.8 + 6.9 nm (COSTA, 2015).

Os ensaios de perfilometria e microdureza sao bastante utilizados para
avaliar a perda de tecidos dentarios mineralizados causada pela acdo de
acidos (FITA; KACZEMAREK, 2016; GANNS et al., 2012; SCHLUETER et al.,
2013; CARVALHO et al., 2014; PINI et al.; 2016). As mudancas na microdureza
de superficie que ocorrem no processo de desmineralizacdo e remineralizacao
podem ser usadas para avaliar o desenvolvimento e reparo de lesées de carie

e erosdao, bem como o impacto dos protocolos de tratamento
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(VENASAKULCHAI et al., 2010). A perfilometria possibilita a quantificagdo de
perda de estrutura dentéria pelo desgaste que ocorre devido ao desafio erosivo
(GANSS et al., 2012; SCHLUETER et al., PINI et al., 2016).

ApO6s erosdo com acido citrico todos os grupos apresentaram reducao
dos valores de dureza, de modo que o controle negativo (agua destilada)
apresentou 0os menores valores de dureza comparados aos outros grupos
(Tabela 1). Este resultado mostrou que o acido citrico ocasionou
“amolecimento” da superficie do esmalte e que todas as solugdes investigadas
foram capazes de prevenir perda adicional de estrutura de esmalte. Além disso,
as solucbes contendo quitosana e nanoparticulas de quitosana possuiram o
mesmo efeito preventivo que a solucdo de NaF, pois ndo apresentaram
diferenca nos valores de dureza e % SMH entre elas (Tabela 1). Da mesma
forma, no estudo de Carvalho et al. (2014), embora com dentifricios, foi
possivel observar maior reducdo da microdureza no grupo controle negativo,
sendo que os grupos tratados com NaF e quitosana apresentaram menor
reducdo de dureza quando submetidos a eroséao e abraséo, porém as amostras
tratadas com quitosana obtiveram o melhor efeito.

Como nao existem estudos na literatura avaliando solucdes de quitosana
e nanoparticulas de quitosana na erosao do esmalte, a comparacdo dos
resultados do nosso trabalho torna-se dificultada. Arnaud et al., (2010)
avaliaram o efeito da solucdo de quitosana a 5 mg/mL por 90 s, igual a do
nosso estudo, no esmalte dentario submetido a ciclagem de pH, simulando
desafio cariogénico, analisando dureza vickers e tomografia Optica. Foi
encontrado menor perda de dureza do esmalte com a aplicacdo da quitosana e
penetracdo da quitosana até a juncdo amelodentinaria, concluindo que este
biopolimero pode agir como uma barreira mecéanica para a penetracédo do acido
no esmalte. A quitosana interfere no processo de desmineralizacdo do esmalte
e esta acdo depende da concentracdo e do tempo de exposicao do polimero a
estrutura dentaria (ARNAUD et al., 2010).

Diferente dos resultados de dureza, houve diferenca estatistica entre o
desgaste dentario, obtido por perfilometria, ap6s aplicacdo das solucbes
investigadas (p= 0,001) (Tabela 2). A diferenca dos resultados encontrados
entre as metodologias pode ser devido ao fato que no ensaio de dureza, a

indentac&o pode ter ultrapassado a camada erodida e “amolecida” do esmalte,
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alcancado o esmalte higido subjacente (SHELLIS et al., 2011, CARVALHO et
al., 2014,), néo possibilitando ocorrer diferenca de dureza no esmalte entre as
solucdes aplicadas.

Os resultados de perfilometria mostraram a perda de estrutura dentéria,
em altura, entre os grupos a partir de um ponto de referéncia (no nosso estudo
foi a resina acrilica adjacente ao esmalte), quantificando o desgaste no esmalte
dentario (Tabela 2). O menor desgaste ocorreu para a solucdo de fluoreto de
sédio 0,5%, seguido das nanoparticulas de quitosana, as quais apresentaram
menor desgaste que a solucdo de quitosana e o grupo controle (Tabela 2).

A razéo para o desgaste do grupo NaF ser menor provavelmente se
devem a formacdo da camada de fluoreto de calcio (CaF;,) depositada na
superficie do esmalte, a qual € uma barreira fisica acido resistente que protege
o mineral da acdo do acido, causando parcial inibicdo do “amolecimento” do
esmalte (GANNS et al., 2001; CARVALHO et al., 2014). Estudos relataram que
o efeito de protecdo do esmalte da quitosana frente aos desafios acidos ocorre
pela formacdo de uma camada organica na superficie do esmalte (ARNAUD et
al. 2010, GANSS et al. 2012, LEE et al., 2012) formando também uma barreira
mecanica para a penetracdo do acido no esmalte (ARNAUD eta al., 2010). A
guitosana € potencial zeta positivo e com capacidade de se adsorver as
estruturas soélidas com potencial zeta negativo, tal como o esmalte dentario
(HORNER et al., 1997; PAUTLOWSKA, 1997). Essa camada adsorvida é
resistente as condi¢des de ciclagem de pH (GANSS et al. 2012). Além disso,
tem sido observado que a quitosana pode se adsorver em multicamadas sobre
0 esmalte, providenciando maior protecdo contra os agentes erosivos (GANSS
et al., 2011, ARNAUD et al., 2010).

Entretanto, a capacidade de formacdo de camadas da quitosana em
superficies depende de fatores como concentracdo, pH, duracdo da aplicacao
e 0 pH da solucdo na qual a quitosana € dissolvida. Estas camadas sao
consideradas estaveis, entretando, mudancas no pH durante e apds a
aplicacdo podem modificd-las. No pH acido a quitosana apresenta grupos
amina catiénicos, que podem se associar através de ligacdes ibnicas ao tecido
dentario (KAMPF et al., 2004), mas um aumento do pH, no entanto, reduz a
forca da ligacdo ibnica. Alguns fatores da estrutura da molécula, como por

exemplo, o peso molecular, podem influenciar. Uma quitosana com peso
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molecular menor, como foi o da solugbes produzidas em nosso estudo,
produzem cadeias mais curtas de moléculas, com locais de ligagdo mais
disponiveis o que favorece a formacdo de multi-camadas na superficie do
esmalte (PINI et al., 2016).

As nanoparticulas de quitosana apresentaram menor desgaste do
esmalte quando comparadas a solucdo de quitosana (Tabela 2). Estes
resultados demonstram que o tamanho muito pequeno das particulas de
qguitosana  pode ter facilitado sua interacdo com o0 esmalte dentério.
Provavelmente a barreira mecéanica formada pela deposicdo da camada
organica das ChNP possuiu maior efeito protetor ao esmalte que a solucéo de
quitosana. Liu et al., (2007) relataram que as particulas pequenas de quitosana
possuem uma melhor capacidade de absorcédo e adesdo a superficie dentaria
para exercerem sua atividade antimicrobiana, e consequentemente atuarem na
desmineralizagéo.

Embora seja uma solucdo experimental e mais estudos necessitem ser
realizados para investigar o efeito das ChNP na eroséo dentéria, este estudo
demonstrou que as nanoparticulas de quitosana apresentam potencial como
agente de prevencdo da desmineralizacdo do esmalte, pois foram capazes de
prevenir o desgate dentario, durante desafio erosivo, em maior extensédo que a

solucdo de quitosana.
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7. CONCLUSAO

As nanoparticulas de quitosana dispersas em solucdo apresentaram
efeito na prevencdo da desmineralizacdo do esmalte dentario submetido ao
desafio erosivo, apresentando maiores valores de dureza e % SMH comparada

ao grupo controle e menor desgaste do esmalte comparado a solucao de

guitosana.
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APENDICE
Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENNCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA DA UFPB

Prezado voluntario, esta pesquisa tem como titulo “EFEITO IN VITRO DAS
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA NA DESMINERALIZACAO DO ESMALTE
DENTARIO SUBMETIDO AO DESAFIO EROSIVO” e esta sendo desenvolvida pela
cirurgid-dentista, RENATA CRISTINA SOBREIRA FRANCA mestranda em
Odontologia pela Universidade Federal da Paraiba, sob orientacdo de Fabiola Galbiatti
de Carvalho Carlo, professora do Departamento de Departamento de Clinica e
Odontologia Social da mesma instituigdo.

O objetivo desse estudo laboratorial é avaliar a capacidade da solugcédo de
nanoparticula de quitosana de prevenir a desmineralizacdo do esmalte dentario
humano quando submetido a solu¢des que simulardo o desenvolvimento de carie e
erosao dentaria.

A sua participacdo neste estudo consistira na doacdo de um dente terceiro
molar higido extraido por motivos de saude identificado pelo cirurgido-dentista que Ihe
prestou assisténcia odontolégica. Todas as partes moles (células, sangue e material
genético) do dente serdo desprezadas e nao serdo utilizadas. O dente doado ficara
guardado com o pesquisador até 3 anos a contar da data de assinatura deste
documento. Desse modo, solicitamos sua autorizacdo para utilizar durante esse
periodo o material doado para desenvolver o estudo mencionado acima. Apds o
periodo de 3 anos, o dente serd aquecido a 900°C, por 2 horas, em seguida triturado
até formar um po e desprezado no sistema de esgotamento sanitario da cidade.

Sua participacao é voluntaria e, portanto, o (a) senhor (a) ndo é obrigado (a) a
fornecer as informacgdes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
pesquisador. Caso decida ndo participar do estudo, ou decidir a qualguer momento
desistir do mesmo, nao sofrerd nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia
gue vem recebendo na Instituicdo, se for o caso.

Nesta pesquisa, o(a) senhor(a) ndo podera se certificar pessoalmente de todas
as analises laboratoriais a serem realizadas com o material doado. Desse modo,
solicito a sua permissdo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da
area da salde e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos
resultados, seu home serd mantido em sigilo. O(s) pesquisador(es) estara(do) a sua
disposicdo para qualquer esclarecimento que considere necessario, em qualquer
etapa da pesquisa, inclusive para informar sobre as conclusdes finais.

Diante do exposto declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o0 meu
consentimento para participar do estudo e para a publicagdo dos resultados. Estou
ciente que receberei uma cépia desse documento.

Em caso de analfabeto, acrescentar:

Assinatura do participante da
pesquisa/Responsavel legal

Assinatura da Testemunha

Assinatura do (a) pesquisador(a) responsavel Assinatura do(a) pesquisador(a) participante

Endereco (setor de trabalho do pesquisador responsavel):

Fabiola Galbiatti de Carvalho Carlo (matricula UFPB/Siape 1827375), Departamento de Clinica e Odontologia Social., Centro de Ciéncias da Satde, Universidade
Federal da Paraiba, campus |, Jodo Pessoa, Paraiba. Telefone para contato: (0xx83) 3216-7251 (Departamento de Clinica e Odontologia Social.).

Qualquer duvida, entrar em contato com o CEP/CCS da Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria, Jodo Pessoa, telefone: (0xx83) 3216-7791.
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Apéndice B - TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS

TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS
UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA

Eu, , declaro que

estou doando o(s) elemento(s) dentario(s) , que foi/foram
extraido(s) por indicacdo terapéutica avaliado pelo cirurgido-dentista que me
prestou assisténcia odontolégica, para a pesquisa intitulada “EFEITO IN VITRO
DAS NANOPARTICULAS DE QUITOSANA NA DESMINERALIZAQAO DO
ESMALTE DENTARIO SUBMETIDO AO DESAFIO EROSIVO” que sera
desenvolvida pela cirurgia-dentista RENATA CRISTINA SOBREIRA FRANCA,
mestranda em Odontologia da Universidade Federal da Paraiba, sob
orientacdo de FABIOLA GALBIATTI DE CARVALHO CARLO, professora
doutora do Departamento de Clinica e Odontologia Social do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba. Estou ciente de que
este(s) dente(s) sera(do) utilizado(s) pelos alunos e pesquisadores da

instituicdo para treinamento académico laboratorial e realizacdo de pesquisas.

, de de 20 .

Assinatura do Doador



ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARATBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou
por unanimidade na 52 Reunifio realizada no dia 01/07/2015, o Projeto de

pesquisa intitulado: “EFEITO IN VITRO DA SOLUCAO DE
NANOPARTICULAS DE QUITOSANA NA DESMINERALIZACAO
DENTARIO SUBMETIDO AOS DESAFIOS CARIOGENICO E
EROSIVO”, da pesquisadora Fabiola Galbiatti de Carvalho Carlo.
Protocolo 0384/15. CAAE: 46087215.2.0000.5188.

| Outrossim, informo que a autorizagdo para posterior
publicagdo fica condicionada 4 apresentagéio do resumo do estudo proposto
a apreciagéo do Comité.

e gl Oloine

* AndresrMarcia

daC.Lima
Mat SIAPE 1117610
Secretbria do

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satide da Universidade Federa da Paraiba
Campus I - Cidade Universitéria - 1° Andar - CEP 58051-900 — Jofio Pessoa — PB
R (83) 3216 7791 — E-mail: eticaccsufpb@hotmail.com
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