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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi investigar a difusdo do acido citrico (0,1M - pH 2,27)
na estrutura do esmalte e o seu potencial em desmineralizar o esmalte e a
dentina por meio da analise de microdureza Vickers (VHN) e pela liberacdo
imediata e tardia dos fons calcio (Ca*?) e fosfato (PO,4>). Trinta terceiros molares
higidos e néo-erupcionados foram utilizados para a confeccdo das amostras. As
amostras foram divididas aleatoriamente em 3 grupos (n=10) para as seguintes
andlises: Microscopia de luz polarizada (MLP); Espectroscopia de absorcéo
atdbmica e espectrofotometria para avaliar a liberacdo tardia e imediata de ions
Ca' e PO43, respectivamente; e VHN superficial do esmalte e em profundidade
do esmalte e dentina. Para analise em MLP, as amostras foram preparadas até a
espessura de 100 um, o agente erosivo foi aplicado, a partir da superficie de
esmalte e registros fotogréficos para acompanhar, durante 5 h, a difusdo do acido
citrico no esmalte foram realizados por meio do single Polscope em MPL. Para a
andlise em VHN, blocos de esmalte (4 x 4 mm) foram preparados e divididos (2 x
4 mm) em grupo experimental e controle (sem desafio). A area do grupo controle
foi isolada com esmalte de unha. As amostras foram submetidas ao desafio
erosivo durante 10 min. As medidas de VHN de superficie do esmalte foi realizada
antes e apos o desafio. Em seguida, as amostras foram seccionadas na interface
controle e experimental para a analise de VHN em profundidade no esmalte e
dentina em ambos os grupos (controle e experimental). As medidas de VHN ao
longo do esmalte foram realizadas de 40 um a 1000 um. Para a dentina as
medidas foram realizadas nas profundidades de 0 um a 360 pum da juncdo
amelodentinaria (JAD). Para a quantificacdo dos fons Ca™ e PO42 na solucéo
erosiva, tanto na analise imediata como tardia, foi realizada a leitura em 5 mL da
solucéo para cada ion. Para a analise da liberagéo tardia dos ions, apds o desafio
erosivo, as amostras foram imersas em 10 mL de &agua deionizada (pH 6,5),
durante 48 h, para posterior analise de liberagcdo de ions. Os dados foram
analisados pelo teste T e Wilcoxon, a=0,05. Os valores de VHN do esmalte de
superficie e em todas as profundidades analisadas reduziram apds o desafio
erosivo. Para a dentina também houve reducdo nos valores de VHN até a
profundidade de 120 pm da JAD. Houve maior liberacdo de fons Ca'*?
imediatamente apdés o desafio erosivo quando comparado ao grupo controle,
porém ndo houve diferenca para a andlise de liberacdo tardia. Contrariamente,
houve maior liberacéo de fons PO, na andlise tardia e ndo houve diferenca com
o controle na andlise de liberagdo imediata. A anélise de MLP mostrou diferenca
no retardo de fase do esmalte dentario apds desafio erosivo, ocorrendo a difusédo
do agente erosivo em toda a profundidade do esmalte. Concluiu-se que o &cido
citrico possuiu continua difusdo a partir da superficie do esmalte chegando na
JAD, e causou desmineralizacéo até 120 um na dentina.

Palavras-chave: Erosdo dentéria, testes de dureza, absorcdo atdmica,
microscopia de polarizacéo, espectrofotometria.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the diffusion of citric acid (0.1 M - pH 2.27)
in enamel structure and its potential to demineralizate enamel and dentin by
Vickers Microhardness (VHN) and immediate and later release of calcium ions
(Ca™) and phosphate (PO,®). Thirty third sound and non-erupted molars were
used. The samples were divided randomly into 3 groups (n = 10) for the following
analysis: Polarized light microscopy (MLP); Atomic absorption spectroscopy and
spectrophotometry to assess the immediate and later release of Ca* and PO,
ions, respectively; and VHN of surface and deep into the enamel and dentin. For
MLP analysis, the samples were prepared to a thickness of 100 um, the erosive
agent was applied from the enamel surface and photographic records were
performed for 5 h during the diffusion of citric acid in the enamel by MPL using the
single PolScope. For VHN, enamel blocks (4 x 4 mm) were prepared and divided
(2 x 4 mm) into experimental and control groups. The area of control group was
isolate with nail varnish. The samples were subjected to erosive challenge for 10
min. The superficial VHN was made before and after the erosive challenge. Then,
the samples were sectioned at the interface between control and experimental
groups for deep VHN analysis. VHN analysis through enamel were measured to
40 um until 1000 uM of depth. For dentin the measurements were carried out
between 00 pm to 360 um of dentinoenamel junction (DEJ). For the quantification
of Ca™ and PO, ions in the erosive solution (for immediate and later analysis), 5
mL of the solution was used for each ion analysis. For the later release analysis,
the samples were immersed in 10 mL of deionized water (pH 6.5) during 48 h for
analysis. Data were analyzed by t test and Wilcoxon, a = 0.05. The VHN of
surface and deep analysis of enamel showed reduction of VHN values after the
erosive challenge. For dentin, there also was reduction of VHN values until 120
um of DEJ. There was higher release of Ca™ ions immediately after the erosive
challenge when compared to the control group, but there was no difference for
later release analysis. In contrast, there was increased release of PO, ions in the
later analysis, and no difference with the control in the analysis of immediate
release. The MLP analysis revealed a difference in the phase delay of dental
enamel after erosive challenge, thus, the erosive diffusion occurred throughout the
depth of enamel. It was concluded that the citric acid had continuous diffusion
through enamel structure until DEJ and caused demineralization in dentin until 120
pm.

Keywords: Dental erosion, hardness tests, atomic absorption, polarization
microscopy, spectrophotometry



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

VHN Microdureza Vickers

MLP Microscopia de Luz Polarizada
JAD Juncéo amelodentinaria

pPKa Constante de dissociagao
Ca*? fons Calcio

PO, ions Fosfato

H* fons Hidrogénio

OH Hidroxila
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1. INTRODUCAO

A erosao dentaria é uma lesdo que se desenvolve a partir de um processo
quimico de dissolucdo &acida, sem envolvimento bacteriano, resultando na
desmineralizacdo da estrutura dentaria (LUSSI, 2006). Os fatores etiolégicos da
erosdo dental séo intrinsecos (acido do estbmago que chega a cavidade bucal por
problemas gastroesofagicos) e/ou extrinsecos (exposi¢cado 4cida pela dieta), sendo
estes os fatores mais prevalentes (LUSSI, 2006; LUSSI, JAEGGI, 2006). Os
alimentos, principalmente as bebidas acidas, sdo 0s agentes que mais possuem
relacdo com a ocorréncia da erosdo dentaria atualmente, em decorréncia do
contato frequente destes com as estruturas dentarias pelos habitos alimentares
modernos da populagdo (SCHLUETER, TVEIT, 2014).

Dentre os acidos de origem extrinseca, o acido citrico € muito utilizado em
pesquisas in vitro de erosao dentaria por estar presente na composicao de muitas
bebibas, como sucos e refrigerantes (CARVALHO, LUSSI, 2015; AZADI-
SCHOSSIG, BECKER, ATTIN, 2015). O potencial erosivo do acido citrico é
relacionado a sua capacidade de liberar fons hidrogénio (H") e a sua acéo
quelante. O &cido citrico libera até trés jons H*, a partir de cada molécula, pela
sua dissociacdo em agua. Os jons H* s&o capazes de atacar diretamente os ions
carbonato e/ou fosfato (PO,°) da estrutura dentéria, causando desmineralizaco.
Conforme o pH aumenta e o meio torna-se basico, o citrato se liga ao ion célcio
(Ca*®) enfraquecendo o contetido mineral da estrutura dentéria, o que é chamado
de acéo quelante (LUSSI et al, 2006; FEATHERSTONE, LUSSI, 2006).

No estagio inicial da erosdo dentéria, os acidos possuem a capacidade de
se difundir para o interior da estrutura dentaria e eliminar os fons Ca* e PO4*, o
que resulta em um “amolecimento” da camada subsuperficial. Esta camada varia
de acordo com o tempo de imersao e tipo de acido, com espessura entre 0,2 e 3
pum (LUSSI et al.,, 2011). Caso a lesdo de erosdo nao seja interrompida, a
dissolucéo dos cristais do esmalte pode ocorrer camada por camada acarretando
em uma perda permanente de volume com uma camada amolecida na superficie,
podendo até expor a dentina (WANG, LUSSI, 2010; LUSSI et al., 2011).

Todavia, 0 mecanismo da difusdo de acidos erosivos para o interior do
esmalte e a extensdo desta difusdo na dissolugdo do mesmo tem sido pouco

investigado. De acordo com Gray (1962), os acidos na forma nado dissociada



possuem a capacidade de se difundir de modo mais rapido por meio dos poros do
esmalte contribuindo para a dissolucdo dos tecidos mineralizados. Atkinson
(1947) relatou um processo osmotico no esmalte dentario, com deslocamento de
agua da superficie para o interior do dente, o que foi eliminado apds remocao da
matéria organica. Além disso, o volume mineral diminui da superficie do esmalte
para a juncdo amelodentinaria (JAD), enquanto que os volumes organicos e de
agua aumentam, apontando para a existéncia de um continuo deslocamento de
agua da superficie do esmalte para a dentina (SETALLY et al., 2014). O teor de
dgua na estrutura do esmalte permite também que ocorra a difusdo de
substancias acidas e outros componentes minerais, como Ca*? e PO,?, para fora
do dente durante o desenvolvimento das lesbes de erosdo dentaria
(FEATHERSTONE et al., 1983).

Considerando que as moléculas que desmineralizam o esmalte no
processo de erosédo séo pequenas o suficiente para serem transportadas por esse
processo osmotico, existe a possibilidade dos agentes erosivos se deslocarem
para o interior da estrutura dentéria e causarem uma desmineralizacdo em pontos
distantes da superficie do esmalte. A difusdo dos agentes pode ocorrer nas
bainhas dos prismas (SETALLY et al.,, 2014), assim o transporte &cido dos
agentes erosivos ocorre através do esmalte interno, e possivelmente chega até a
dentina externa. Entretanto, este mecanismo de difusdo de agentes erosivos no
esmalte, bem como a extensao desta difusdo na dissolucéo e desmineralizacao
do esmalte e/ou da dentina ainda ndo foram investigados.

Concomitantemente a difusdo do agente erosivo na estrutura dentéria,
ocorre a dissolucdo dos cristais de hidroxiapatita e desmineralizacdo dos tecidos
dentarios (BARBOUR et al, 2013; SHELLIS, FEATHERSTONE, LUSSI, 2014).

A avaliagdo da quantidade de jons Ca*? e PO, dissolvidos dos cristais de
hidroxiapatita pode ser realizada por eletrodos de ion especifico, métodos
colorimétricos e espectroscopia de absorcdo atbmica (ATTIN, WEGEHAUPT,
2014). A espectroscopia de absorcdo atdbmica é um método eficaz e tem sido
bastante utilizada em estudos de eroséo para quantificar, principalmente, os ions
Ca'? dissolvidos. A quantidade de fons Ca™ e PO, liberados da estrutura
dentéaria foi principalmente avaliada em estudos de prevencdo e tratamento da
erosdo com componentes fluoretados (HJORTSJO et al, 2010; ATTIN,

WEGEHAUPT, 2014). Porém, a literatura é escassa com relacdo a quantificacéo
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destes ions dissolvidos da estrutura dentaria que podem ser liberados
posteriormente ao desafio erosivo. Este fato auxiliaria no entendimento da
extensdo do processo de difusdo de acidos no interior do esmalte para a dentina.

A desmineralizacdo do esmalte e dentina por agentes erosivos € bastante
investigada na literatura pelos métodos de microdureza, microradiografia,
perfilometria de superficie (ATTIN, WEGEHAUPT, 2014). Os estudos de
desmineralizacdo por agentes erosivos mostraram que ocorre reducdo de dureza
na superficie do esmalte apos o desafio erosivo (SCARAMUCCI et al., 2011,
CARVALHO, LUSSI, 2015). Assim, a avaliacdo da dureza em profundidade na
extensdo do esmalte em direcdo a JAD também se torna um dado importante
para entender a difusdo de agentes erosivos na estrutura dentaria.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a difusdo do acido citrico na
estrutura dentéria, a liberacdo imediata e tardia de fons Ca*? e PO, ap6s sua
aplicacdo e o seu efeito na desmineralizacdo do esmalte dentario e da dentina

externa.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Etiologia da Erosé&o Dentéaria

A erosdo dentaria € uma lesdo caracterizada por causar a perda de
substancia mineralizada do dente, por meio de um processo quimico, na auséncia
de bactérias. A leséo resulta de um processo cronico e assintomatico proveniente
da acao de acidos, que podem ser de origem intrinseca ou extrinseca (LUSSI et
al., 2006).

Os acidos de origem intrinseca sdo produzidos pelo proprio organismo do
individuo e entram em contato com o elemento dentario por meio de episodios de
regurgitacdo e vomitos, frequentes em pacientes acometidos por alteragbes
gastroesofagicas (LUSSI, 2014). O &cido cloridrico, oriundo do estdmago e
produzido por células parietais desse 6rgao, € responsavel por causar este tipo de
lesdo de erosdo dentaria. Esse acido se desloca através do eséfago e alcanca a
cavidade oral, promovendo a desmineralizacdo da superficie dos dentes de forma
mais grave do que outros &cidos devido ao seu pH muito baixo. Algumas
alteracbes ou condicbes de salde s&o responsaveis por promover o
deslocamento do &cido cloridrico para o interior da cavidade oral incluindo a
ruminagcdo, o alcoolismo crénico e vémitos resultantes da gravidez ou por
disturbios alimentares, como a bulimia e anorexia (MOAZZEZ, BARTLETT, 2014).
Segundo Dent et al. (2005), essas condi¢cOes estdo associadas a uma doenca
muito comum que acomete entre 10 — 20% da populacéo, sendo conhecida como
doenca do refluxo gastro-esofagico (DRGE) e responsavel por provocar o
movimento retrogrado do conteudo estomacal passando pelo esfincter esofagico
inferior (MOAZZEZ, BARTLETT, 2014).

Por sua vez, os acidos de origem extrinseca contatam a superficie dental
devido aos habitos que o individuo possui, isto €, o tipo de dieta, o uso de
determinados medicamentos, o ambiente de trabalho (industrias com produtos
que liberem vapores, aguas de piscinas) (CORREA et al, 2011). Assim, a etiologia
da erosado dentaria sofre influéncia de fatores biol6gicos, quimicos e individuais
(LUSSI et al., 2006) possuindo etiologia multifatorial (LUSSI et al., 2011; FUNG,
BREARLEY, 2013) diretamente relacionado com o desenvolvimento de lesdes de

erosdo dentaria € o acido citrico. Esse acido € encontrado em refrigerantes,



frutas, sucos naturais e industrializados, sendo bastante utilizado nas pesquisas
que avaliam a erosdo dentaria (SCARAMUCCI et al, 2011).

A liberacdo de ions H*, oriundos de substancias acidas ou da acdo de
anions que se ligam ao Ca*? presente nos tecidos mineralizados, atuando como
uma substancia quelante sdo capazes de promover o amolecimento da superficie
do esmalte dentario (LUSSI et al., 2006; WIEGAND, KOWING, ATTIN, 2007;
CHENG et al.,, 2009) influenciado principalmente pelo tempo de exposicao
(JAGER et al., 2012) e o valor do pH do acido (BARBOUR, LUSSI, SHELLIS,
2011).

Com a progressao da erosdo dentaria, as camadas de cristais de esmalte
sofrem dissolucdo continua e progressiva, podendo ocasionar uma perda
irreversivel da substancia mineralizada do elemento dentario e, na auséncia de
qualquer intervencédo, compromete a estrutura da dentina subjacente (LUSSI et
al., 2011).

Diferentemente das lesdes cariosas que possuem “pH critico” de 5,5 para
promover a dissolucdo do conteddo mineral dos dentes, as solucbes acidas
envolvidas com o desenvolvimento das lesdes de erosdo dentaria ndo possuem
um “pH critico”, ja que as composi¢des quimicas dessas solugdes sdo bastante
variaveis (BARBOUR, LUSSI, 2014).

Vérias propriedades quimicas das bebidas foram investigadas, de acordo
com a literatura, e podem estar relacionadas com o potencial erosivo e a
dissolugdo do esmalte dentario, como: pH, titularidade e capacidade tampéao
(LUSSI et al.,, 2012; SHELLIS et al., 2013). Além desses fatores, o tempo de
exposicao ao acido (AYKUT-YETKINER et al., 2014) e a concentracdo dos ions
calcio, fosfato e flor também podem influenciar no potencial erosivo das bebidas
(LUSSI et al., 2011).

Segundo Larsen e Nyvad (1999), o pH é inversamente proporcional ao
potencial erosivo de uma bebida, portanto quanto menor o pH maior sera o
potencial erosivo.

Quanto a capacidade tampéo, torna-se de grande importancia a sua
influéncia sobre a duracédo do desafio erosivo bem como na taxa de neutralizacéo
da saliva, devido ao seu papel determinante na capacidade da solucéo acida em

desmineralizar os tecidos mineralizados da estrutura dentaria (SHELLIS et al.,



2013). Além disso, acredita-se que um acido fraco ndo dissociado pode contribuir
no tamponamento no caso de uma dissolugcéao sub-superficial (GRAY, 1962).

2.2. Acido Citrico e a Eroséo dentaria

Dentre os &cidos utilizados em trabalhos sobre eroséo dentéria causada
por fatores extrinsecos, o acido citrico € um dos mais empregados em estudos in
vitro (SCARAMUCCI et al.,, 2011; CARAVALHO, LUSSI, 2015). Os principais
fatores relacionados ao seu uso como agente erosivo devem-se ao fato de estar
presente na composicdo de diversos refrigerantes, frutas e sucos citricos
(VORONETS, LUSSI, 2010), além da sua dupla capacidade erosiva (AZADI-
SCHOSSIG, BECKER, ATTIN, 2015). A dupla capacidade erosiva é relacionada
ao acido citrico por promover a desmineralizacdo tanto pela dissociacdo de ions
H* quanto por sua capacidade de formar complexos com fons Ca*? dissolvidos a
partir dos cristais de hidroxiapatita (AZADI-SCHOSSIG, BECKER, ATTIN, 2015).
Esta ultima forma de desmineralizacdo € chamada de acdo quelante do &cido
citrico.

Segundo Shellis, Featherstone e Lussi (2014), a acdo quelante do acido
citrico esta relacionada com a formacdo de diferentes tipos de constantes de
dissociacao (pKj), isso significa que quanto menor é o valor de pKa mais forte a
ligacdo do acido com os fons Ca*?. Assim, as trés etapas para a dissociacéo por
acao quelante sao descritas como:

1) HsCitrato® < HCitrato™ + H* (pKaz = 3,13)

2) HyCitrato” <> HCitrato” + H" (pKa2 = 4,74)

3) HCitrato® < Citrato® + H* (pKas = 6,42)

As equacdes acima demonstram que, na auséncia de dois ou até mesmo
todos os ions H*, o acido citrico consegue formar uma ligagédo eletrostatica com
os fons Ca*? a partir de cada grupo COO". Além disso, o valor de pK,, constante
de dissociacao, é proporcional a concentracéo de ions liberados. Portanto, quanto
menor o valor de pK, mais ionizado € o acido e, consequentemente, maior € a
sua forca de ligacéo. Assim, de acordo com as equacdes o HsCitrato® é mais forte
do que o HCitrato” e o HCitrato, j& que o seu valor de pK, é menor do que os
demais, implicando numa maior ionizacdo da solugcdo e, consequentemente,
maior poder de desmineralizagcao (HELLWIG, LUSSI, 2014).



Esta formacdo de complexos de Ca*® com moléculas de citrato é
considerada um fator relevante para a perda de estrutura dentéria e avanco da
erosado para a dentina (AZADI-SCHOSSIG, BECKER, ATTIN, 2015).

Diversas pesquisas envolvendo erosao dentaria utilizaram o acido citrico
em diferentes concentracdes e com métodos variados para analisar seu potencial
erosivo em desmineralizar a estrutura dentaria (HJORTSJO et al., 2010;
HEURICH et al., 2010; SCARAMUCCI et al., 2011; HJORTSJO et al., 2014,
TENUTA et al., 2015).

Hjortsjo et al. (2010) avaliaram o efeito protetor de solu¢cdes contendo
fluoreto diante de desafios erosivos utilizando acido citrico em tempos de 10 e 1
minuto e concentracdes de 0,1M e 0,01M, respectivamente, na superficie do
esmalte. Por meio da analise de absorcdo atbmica, foi observado que o acido
citrico desmineralizou as amostras, mas a acao protetora das solucdes reduziu a
desmineralizacdo. Hjortsjo et al. (2014) avaliaram a a¢do de solu¢Bes acidas de
fluoreto e acido citrico, durante 10 minutos, no esmalte dentario. Utilizando a
espectroscopia de absorcdo atbmica a solucdo de acido citrico apresentou 0s
maiores valores de ions Ca*® ap6s o desafio erosivo. Scaramucci et al. (2011)
criaram um suco sintético e compararam o seu potencial erosivo com o do &cido
citrico e de bebidas comerciais. 40 amostras de esmalte divididas em 4 grupos
(suco sintético, acido citrico, Minute Maid Original® e Florida Natural Original®)
foram submetidas a ciclagem erosiva, durante 5 dias e 6 repetic6es diarias. Apos
analise em microdureza Knoop verificou-se que amostras embebidas em acido
citrico apresentaram os menores valores de dureza, indicando que foi a solucdo
com o maior potencial erosivo quando comparada as demais solucoes.

Nos estudos as concentracées mais utilizadas do acido citrico variam entre
0,1 a 1% e o pH das solucdes entre 2,4 a 3,8 na tentativa de reproduzir o pH
encontrado nas bebidas acidas (HUGHES et al., 2000).

2.3 Esmalte Dentario e difuséo de liguidos em seu interior

O esmalte € a estrutura mais mineralizada do corpo humano, sua
constituicdo é, aproximadamente, 96% de matéria inorganica, 3% de agua e 1%
de matéria organica, além de ser considerado anisotrépico (JIA, XUAN, 2012). Os
principais constituintes da matéria inorganica do esmalte sdo os fons Ca™ e

PO, representados por cristais de hidroxiapatita na forma ndo estequiométrica
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(LUSSI et al., 2011), e grupos carbonatos, capazes de substituir os grupos PO4> e
a hidroxila (OH"). Segundo Elliot (1997), os cristais de hidroxiapatita possuem
outras substancias inorganicas em seu conteudo mineral, como descrito na
férmula estequiométrica
Cag 856M0o.088Na0.292K0.010(PO4)s5.312(HPO4)0.280(CO3)0.407(OH)o0.702Clo.078(CO3)o0.050-
Quanto a organizacdo microestrutural, estes cristais estdo dispostos como
hastes de, aproximadamente, 50 - 70 nm de largura, 20 - 25 nm de espessura e
comprimento variavel (NIKIFORUK, 1985), e sdo responsaveis por constituir a
unidade estrutural do esmalte (denominada prismas de esmalte), que séo
separados por esmalte interprismético (HE et al., 2013). Quando localizados
préximo a superficie oclusal, os prismas de esmalte encontram-se distribuidos de
forma ordenada e perpendicular a superficie, por sua vez, quando se localizam
proximos a JAD, 0s prismas possuem orientacdo pouco regular com trajetoria
sinuosa (FOX, 1980; BRALY et al., 2007). Em um corte transversal, 0s prismas se
apresentam com o aspecto de “buraco de fechadura” e trés regides podem ser
diferenciadas: a cabeca, a cauda® e a juncéo dos prismas (HE et al., 2013).
Segundo Habelitz et al. (2001), as regifes da cabeca e da cauda podem
ser diferenciadas de acordo com a orientacdo dos cristais do prisma de esmalte,
isto €, a regido correspondente a cabeca possui cristais paralelos ao longo eixo
dos prismas. Enquanto, os cristais da cauda sédo ligeiramente divergentes do eixo
longitudinal dos prismas. A regido da juncdo dos prismas, também denominada
de colo, representa a interface entre a cabeca e a cauda dos prismas de esmalte.
A disposicdo dos cristais de esmalte ao longo dos prismas origina duas
categorias de poros com diametros distintos. Os cristais localizados na regido da
cabeca do prisma suscitam na regido intraprismatica e formam poros de menor
didmetro, que medem entre 2 a 3 nm. Existe a regido interprisméatica, rica em
agua e matriz organica, onde os cristais de hidroxiapatita apresentam orientacées
diferentes, por isso essa regidao € menos mineralizada. E a regido que circunda os
prismas de esmalte € denominada de bainha e nela encontram-se os poros de
maior diametro, 4 a 6 nm (MORENO, ZAHRADNIK, 1973). Os microporos de
maior diametro contidos na bainha sé&o preenchidos por matriz organica e agua,
principalmente na regido superficial do esmalte (MJOR, FEJERSKOV, 1986; GE
et al., 2004) e constituem uma via de grande relevancia para o transporte de

substéancias por difusdo como éacidos, peréxido de hidrogénio e ions calcio e
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hidrogénio (KIDD, JOUYSTON-BECHAL, 1997; FEATHERSTONE, 1999; WEST,
JOINER, 2014).

Embora se imagine que os cristais de esmalte estejam firmemente unidos
uns aos outros, na realidade eles sdo separados por matéria organica e agua. A
matéria organica € representada principalmente por proteinas ndo coldgenas,
como amelogenina e enamelina, e lipideos (TEN CATE, 2001; SIMMER, HU,
2001; FRIED et al., 2008). A agua presente na regido interprismatica €
responsavel por permitir a permeabilidade do esmalte e trocas ibnicas, podendo
estar livre ou adsorvida na estrutura dos cristais de esmalte. Por isso, o esmalte é
considerado uma membrana semipermedvel constituida por poros interligados e a
agua pode ser transportada para o interior do tecido, a partir de gradiente
osmoético, e também na direcao contraria (SHELLIS, DIBDIN, 2000).

A agua adsorvida pode ser categorizada de acordo com simplicidade para
sua remocao em firmemente ou fracamente aderida (ELLIOT, 1997). O conteudo
de agua firmemente aderida esta relacionado com o conteido mineral presente
nos poros interprismaticos, estando em maior quantidade (volume). Por sua vez, a
agua fracamente aderida se refere ao conteddo orgéanico, localizada no interior do
poro e responsavel pela permeabilidade e condutividade ibnica do esmalte
(SOUSA, VIANA, SANTOS-MAGALHAES, 2009).

Atkinson (1947) relatou um processo osmoético no esmalte dentario, com
deslocamento de dgua da superficie para o interior do dente, o que foi eliminado
apos remocao da matéria organica. Consistente com este relato, recentemente foi
mostrado que a camada interna do esmalte (cerca de 0,4 mm) apresenta uma
riqgueza de matéria organica (DUSEVICH et al., 2012).

O transporte de materiais através dos poros do esmalte permite a
movimentagdo de ions, moléculas e substancias acidas pelo tecido. Ainda, a
difus@o é o principal sistema de transporte pelo esmalte e esta relacionada com
as pequenas dimensdes dos poros e com a pressado osmatica, direcionada para a
proporcdo de matéria organica. Por isso, a difusdo da agua é maior ao longo das
bainhas do que nos poros intraprismaticos (BERKOVITIS, HOLLAND, MOXHAM,
2002).

Entretanto, a presenca de matéria organica no interior dos poros pode
diminuir a taxa de difusdo (ARWILL, MYRBERG, SOREMARK, 1969; SHELLIS,
DIBDIN, 2000), ja que a hidratagdo das proteinas pode reduzir a mobilidade da
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agua no interior dos poros e a carga iénica das proteinas pode interagir com 0s
solutos. Os lipidios ainda podem contribuir com a reducgéo da taxa de difusédo por
causa da sua hidrofobicidade (SHELLIS, DIBDIN, 2000).

Macena et al. (2014) avaliaram a presenca dos componentes minerais e
organicos do esmalte dentario, desde a superficie até a JAD. Para a andlise do
contetdo mineral foi utilizado radiomicrografia, enquanto a andlise do contetdo
organico foi analisado a partir da birrefringéncia do esmalte em agua e em ar em
microscopio de luz polarizada. Os autores relataram que o volume mineral
diminuiu da superficie do esmalte em direcdo a JAD, enquanto que os volumes
organicos e de agua aumentaram nessa mesma direcao.

Souza, Soares e Vianna (2013) analisaram o volume mineral e organico do
esmalte dentario sadio e acometido por lesédo cariosa e confirmaram sua hipétese
de que a presenca da matéria organica esta relacionada com a taxa de difusao
por meio desse tecido e com suas propriedades Opticas. JA que as amostras
acometidas por lesGes cariosas apresentaram o volume mineral mais baixo e
maior volume organico e de agua do que as amostras de esmalte sadio.

Por isso, é importante compreender a permeabilidade do esmalte e o
mecanismo de difuséo através desse tecido, uma vez que eles podem influenciar

nos processos de des/remineralizacdo dentaria (ROBINSON et al., 2000).

2.4 Teste de microdureza e erosdo dentéaria

Para avaliar a reducdo ou a incorpora¢do de minerais a estrutura dental os
testes de microdureza sdo utilizados por apresentar uma relacdo direta com a
perda mineral (JOHANSSON et al., 2001). Esse método mecéanico consegue
medir o comprimento das indentacées na superficie do esmalte, obtidas a partir
de uma ponta de diamante com carga e tempo especificos. Entretanto, esse
método nao permite avaliar os desgastes dentarios, a localizacdo e a distribuicao
dos minerais na superficie (ZERO, 1995).

Inimeros trabalhos utilizaram o teste de microdureza para avaliar o efeito
erosivo de substancias na superficie do esmalte dentario, encontrado reducdo da
dureza de superficie. Magalhées et al. (2008) avaliaram o efeito desmineralizante
e remineralizante de vernizes fluoretados apds imersédo das amostras em solucao
acida desmineralizante e constataram reducdo nos valores de microdureza apés o

contato com a solugédo. Mistry et al. (2015) avaliaram os efeitos da erosdo em
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dentes diferentes (molares e pré-molares) e superficies diferentes (lingual e
vestibular), por meio da microdureza. Para o desafio erosivo foi realizada uma
ciclagem com acido citrico 0, 3% (pH 3,2) durante 10 minutos e 5 repeticdes. Os
autores constataram reducédo da dureza ap0s o desafio erosivo para as amostras
e diferencas nesses valores entre os grupos, onde 0s molares apresentaram
valores mais baixos do que os pré-molares.

Entretanto, poucos artigos investigaram o efeito do acido citrico na dureza
de superficie e em profundidade. Carvalho e Lussi (2015) avaliaram o efeito do
acido citrico 1% e pH 3,6 na superficie e profundidade do esmalte utilizando
dentes molares e pré-molares. Para a superficie as amostras foram submetidas a
3 desafios erosivos consecutivos (30 mL durante 1 minuto). ApGs cada desafio, os
valores de microdureza e liberagdo de Ca*™ foram medidos. Consecutivamente,
para o ensaio em profundidade as amostras foram desgastadas até a 200, 400 e
600 um e submetidos a 3 desafios erosivos em cada profundidade. Quanto a
microdureza em superficie os autores nao relataram diferencas apos o desafio
erosivo, exceto quando os dentes eram de grupos diferentes (molares ou pré-
molares). E em profundidade, para quantificar a erosdo dentaria foi analisada a
liberagéo de fons Ca*? e constatou-se que em camadas mais profundas o esmalte

tende a liberar quantidades mais baixas de calcio.

2.5Espectrometria utilizada para andlise do célcio e fosfato

A espectrofotometria € uma técnica de medida utilizada para avaliar as
propriedades dos &tomos e moléculas de absorver e/ou emitir energia
eletromagnética em uma das regides do espectro eletromagnético.

A determinacao da concentracdo de uma substancia por espectrofotometria
€ baseada na transformacdo quimica dessa substancia num complexo colorido
(CARMOUZE, 1994). O espectrofotometro mede a transmitancia de um feixe de
luz num determinado comprimento de onda apo6s atravessar a solucdo numa
cubeta de quartzo ou vidro. Com a relagdo da transmitancia e concentracdo da
solucéo, por intermédio de uma série de diluicbes obtidas a partir de solucao
padrdo, pode-se determinar de maneira satisfatéria uma curva relacionando a
concentracdo com a absorbancia.

A espectroscopia de absor¢cdo atbmica é uma técnica empregada para

avaliar a perda mineral das estruturas dentarias. Consiste na analise quantitativa
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e qualitativa de elementos quimicos em solugbes, através da absorcdo ou
transmissdo de radiacdo eletromagnética na forma de luz por &tomos das
amostras experimental (NAVARRO, 2008).

Técnicas quimicas podem ser empregadas para mensurar a presenca de
calcio e fosfato no esmalte erodido, através de um &cido ou desgaste mecanico,
pela avaliacdo dos componentes de solugbes em que as amostras foram imersas
(AZEVEDO, 2014).

A espectrometria de absorcdo atébmica com chama (FAAS) foi introduzida
em 1955 por Walsh na Austrélia e por Alkemade e Milatz na Holanda. E uma
técnica espectroanalitica muito utilizada em laboratérios de analises de rotina por
apresentar algumas caracteristicas como: simplicidade, eficacia e custo
relativamente baixo. Em estudos envolvendo erosdo dentaria, este método é
utilizado para quantificar a liberacdo de fons da estrutura dentaria (Ca™ e PO4?,
principalmente) (ATTIN, WEGEHAUPT, 2014), por causa da sua capacidade em
promover o doseamento de elementos quimicos existentes em solu¢des quimicas
e esta embasado no fato de que os atomos dos diferentes elementos conseguem
absorver energia, em comprimentos de onda caracteristicos, e a sua absorbancia,
A, é proporcional a concentracdo atémica (Lei de Beer):

A= alc

Onde, a corresponde a absorbtividade molar, ¢ corresponde a
concentracdo da espécie absorvente e | a distancia que a luz atravessa a
amostra.

Para que ocorra o processo de atomizacdo se faz necessario que a
amostra seja convertida em um aerossol constituido de particulas finamente
divididas. Assim, os processos de dessolvatacdo e formacdo da nuvem atdmica
gue ocorrem na chama tornam-se eficientes. Dessa forma, a amostra liquida é
aspirada por um nebulizador pneumatico pelo fluxo rapido do oxidante,
geralmente ar, proximo da extremidade do capilar por efeito Venturi. O liquido se
dispersa como uma fina névoa que € direcionada em alta velocidade contra uma
pérola de vidro ou anteparos, nos quais as goticulas se dispersam em particulas
ainda menores. O aerossol formado, o oxidante e o combustivel passam por
defletores que bloqueiam as goticulas maiores do liquido. As goticulas que sao
introduzidas na chama evaporam e, entdo, o solido resultante vaporiza e se

decompde em atomos. A FAAS é fortemente limitada, pois o processo de
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nebulizacdo é ineficiente e apenas cerca de 5 — 10 % da amostra aspirada é
introduzida na chama (HARRIS, 2001). O vapor formado € constituido por uma
mistura de compostos que se decompdem em atomos. Esses atomos sao
submetidos a uma fonte de radiacéo especifica e podem ser quantificados.

Carvalho e Lussi (2015) avaliaram a presenca de fons Ca*? em solucéo de
acido citrico 1% e pH 3,6 apds o desafio erosivo na superficie do esmalte e
também em diferentes profundidades. Esses autores observaram que a presenca
dos fons Ca*® aumentou conforme os desafios erosivos eram realizados em
distancias maiores da superficie de esmalte, enquanto na superficie do esmalte a
presenca desse ion foi pouco detectada. Rirattanapong, Vongsavan, Surarit
(2014) realizaram a analise quimica dos ions liberados em solucdes, por meio da
técnica de espectroscopia de absorcdo atbmica, apO0s submeterem dentes
bovinos ao desafio erosivo com diversos refrigerantes e em &gua deionizada
(grupo controle). Foi constatado a presenca de fons Ca*” em quantidades maiores
nas solucdes erosivas do que na solucdo de agua deionizada, indicando que a
exposicao prolongada do esmalte em solucdes &cidas provoca a perda de
contetdo mineral. Entretanto, a literatura é ainda escassa quanto a avaliacdo de
ions liberados tardiamente do esmalte apds desafio erosivo.

Baseado nesta revisdo de literatura torna-se evidente a importancia de
investigar a difusdo do acido citrico no esmalte, e seu efeito na perda mineral pela
liberacdo imediata e tardia de ions calcio e fosfato associada a andlise de
microdureza da superficie e em profundidade do esmalte dentario.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a difusdo do &cido citrico 1,8% (0,1M), pH 2,27 na estrutura
dentaria e seu efeito na liberacdo imediata e tardia de ions célcio e fosfato do
esmalte, bem como na desmineralizacdo de superficie e em profundidade do

esmalte e dentina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a difusdo do &cido citrico 1,8% (0,1M), pH 2,27 na estrutura do
esmalte por Microscopia de Luz Polarizada utilizando o single Polscope

2. Avaliar o efeito do desafio erosivo com &cido citrico na liberacdo tardia e
imediata de ions calcio e fosfato.

3. Avaliar o efeito do desafio erosivo com acido citrico na desmineralizagcao
da superficie do esmalte e em sua profundidade em direcdo a JAD, e na

dentina externa por meio de microdureza Vickers.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1Questdes Eticas

Por respeitar as diretrizes e normas responsaveis por regulamentar as
pesquisas envolvendo seres humanos, direta ou indiretamente, estabelecidas
pela resolucdo numero 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho Nacional
de Saude. A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude, da
Universidade Federal da Paraiba (CAAE: 39013014.2.0000.5188) e os doadores
de dentes assinaram o0 termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéndice A).

4.2Local de Realizacdo do Estudo

O preparo das amostras foi realizado no LABIO - Laboratério de
Biomateriais do Programa de Pds-Graduag¢do em Odontologia da UFPB (PPGO-
UFPB). As analises em microscopia de luz polarizada foram desenvolvidas no
Laboratério de Microscopia e Imagem Biologica (LAMIB) — UFPB, enquanto as
andlises de dureza foram desenvolvidas no Laboratério de Solidificacdo Rapida
(LSR) do Centro de Tecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e as
analises de espectroscopia de absorcdo atdomica realizadas no Laboratério de
Automacédo e Instrumentacdo em Quimica Analitica e Quimiometria (LAQA), no
Departamento de Quimica, do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza da
UFPB.

4.3Desenho do Estudo

Este projeto foi caracterizado como um estudo in vitro laboratorial e
experimental, o qual utilizou a técnica de observagcdo direta e intensiva
(MARCONI, LAKATOS, 2003).

4.4 Calculo amostral

O célculo amostral para o teste de dureza Vickers (VHS) foi realizado com
correcdo aplicada a partir da multiplicacdo da magnitude do efeito por 1,414 para

proporcionar a menor variancia do teste pareado. Este calculo foi empregado com
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a intencao de detectar uma diferenca em qualquer local, tanto no esmalte quanto

na dentina. A partir desses calculos foi possivel constatar a relevancia de n = 10.

Os parametros utilizados para a superficie da amostra (esmalte superficial)

foram:

Erro tipo 1l (alfa) de 1% unicaudal (deve calcular IC 99%);
+ poder estatistico de 90%;

+ magnitude de efeito g de Hedge de 1,4;

=n=8§;

+ 20% de perda;

n=10

Os parametros utilizados para as regides internas (esmalte e dentina) foram:

Erro tipo Il (alfa) de 1 % unicaudal (deve calcular IC 99%);
+ poder estatistico de 80%;

+ magnitude de efeito g de Hedge de 1,1;

n=10

Para a analise de liberacdo de ions célcio foi realizado o calculo amostral

utilizando os seguintes parametros:

erro tipo 1l (alfa) de 1 % unicaudal (deve calcular IC 99%)
poder estatistico de 99%

magnitude de efeito g de Hedge de 2

n=7
+ 30% de perda
n=10

Para a analise da liberacdo de ions fosfato os seguintes parametros foram

utilizados:

erro tipo 1l (alfa) de 5 % bicaudal (deve calcular IC 95%)
poder estatistico de 80%

magnitude de efeito g de Hedge de 1,3

n==6
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4.5 Amostra

Para este estudo foram utilizados 30 terceiros molares, ndo irrompidos.
Estes elementos dentarios foram obtidos por meio de doacdo de pacientes, 0s
quais foram extraidos por raz6es odontoldgicas de acordo com a assinatura do
TCLE. ApoOs coleta, os dentes foram submetidos a uma limpeza mecéanica para
remocao de debris com cureta periodontal e armazenados em solucao de timol a

0,1% (em peso) e congelados a 4°C até o momento de sua utilizacao.

4.6Desafio erosivo e Microdureza Vickers do esmalte e dentina

Em todos os experimentos deste estudo foi utilizada como agente erosivo a
solucéo de acido citrico 1,8% (0,1 M) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, United
States) em agua deionizada e ajustada em pH 2,27 com NaOH (HJORTSJO et al,
2010; HIORTSJO et al., 2014). Dez terceiros molares foram selecionados para
esta analise. No esmalte da superficie proximal mais plana de cada dente foi
realizada uma janela de 4 mm x 4 mm tendo como limite de profundidade a regido
da camara pulpar. Blocos de esmalte desta superficie com 16 mm? de &rea foram
obtidos utilizando disco dupla face diamantado (KG Sorensen, Sao Paulo, SP,

Brasil) na peca de mao do micromotor, sob refrigeracéo (Figura 1).

Figura 1. Obtencdo das amostras. (A). Delimitacdo da amostra na superficie

proximal do esmalte. (B) e (C) Obtenc&o da amostra e amostra final.

As amostras foram embutidas em resina acrilica (VIPI-Flash, Pirassununga,

SP, Brasil), inseridas em tubos de PVC e a superficie de esmalte de cada bloco
foi polida serialmente com discos de lixa de carbeto de silicio de granulacdo 400,
600 e 1200, sob irrigacdo constante com agua deionizada para padronizacao e
17



planificacdo da superficie. Em seguida, as amostras foram inseridas em ultrassom
(Ultrasonic Cleaner, model USC1400, Unique Ind. e Com. Ltda, Indaiatuba, SP,
Brasil) com agua deionizada por 10 minutos para remocdo de impurezas, e
inspecionadas em microscopio optico (Nikon 88286, Tokyo, Japan) com aumento
de 40x para avaliagdo de trincas e fraturas. Existindo trincas e/ou fraturas na
superficie da amostra, a mesma foi descartada.

A microdureza vickers (VHN) de superficie no esmalte foi avaliada em
microdurémetro (HMV-2, Shimadzu, Kyoto, Japao) com carga de 300 g aplicada
durante 15 s na superficie do esmalte (KHAMVERDI et al., 2010) (Figura 2).

Foram realizadas 5 indentacdes por amostra e apenas as amostras com valores
variando 300 a 380 VHN foram selecionadas (MURAKAMI et al., 2009).

Figura 2. Microdurdometro utilizado no experimento (HMV-2, Shimadzu, Kyoto,

Japao).

Cada amostra foi dividida ao meio (2 x 4 mm), sendo que uma metade foi
submetida ao desafio erosivo (n=10) e a outra metade da amostra foi o grupo
controle (sem desafio erosivo) (n=10). A metade controle foi isolada com duas
camadas de esmalte para unhas (Colorama, L’éreal Brasil, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) (Figura 3).
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Figura 3. Preparo da amostra para andlise de microdureza. A metade isolada com
esmalte para unhas corresponde ao grupo controle e a outra metade da amostra

corresponde ao grupo experimental.

As amostras foram submetidas ao desafio erosivo com solug¢do de &cido
citrico 1,8% (0,AM) com pH 2,27 (HJORTSJO et al., 2014), inseridas
individualmente em um recipiente de plastico hermeticamente fechado. Em cada
recipiente foi inserido 10 mL da solucdo de acido e as amostras permaneceram
em contato por 10 minutos (HJORTSJO et al., 2014). Em seguida, as amostras
foram removidas e lavadas com agua deionizada durante 5 segundos. Na metade
da amostra ndo isolada (experimental) o teste de VHN foi realizado, como ja
descrito, na superficie de esmalte antes e ap0s a exposicdo acida para
comparacao dos valores de dureza entre os dois periodos experimentais.

A seguir, com um disco diamantado dupla face diamantado (KG Sorensen,
Sédo Paulo, SP, Brasil) acoplado ao micromotor, sob refrigeracdo, um corte foi
realizado na amostra, dividindo a mesma em duas areas de 2 mm por 4 mm
(Figuras 4 A, B e C). Em seguida, as amostras de esmalte e de dentina foram
removidas do embutimento de resina acrilica com um disco diamantado dupla
face (KG Sorensen, Séao Paulo, SP, Brasil) para realizacdo do teste de dureza das
medidas de VHN em profundidade do esmalte e da dentina (Figura 5 A e B). Para
a analise no equipamento, as amostras foram reimbutidas e planificadas
inferiormente para conferir melhor estabilidade para amostra e precisdo da

analise.
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Figura 4. Preparo da amostra para analise da microdureza do esmalte e dentina
em profundidade A. Divisdo da amostra em duas partes (2 x 4 mm) com auxilio do
disco diamantado; B. Amostras divididas controle (isolada com esmalte de unha)
e experimental; C. Vizualizacdo dos blocos de esmalte para realizacdo da

microdureza em profundidade.

Figura 5. Obtencdo da amostra para analise em profundidade do esmalte e
dentina. A. Amostra seccionada. B. Amostra embutida para analise em
profundidade de esmalte e dentina. =: linhas representativas das 3 fileiras
paralelas onde foram realizadas as indentacbfes em esmalte da andlise em
profundidade.= : linhas representativas das 3 fileiras paralelas onde foram

realizadas as indentag6es em dentina da anélise em profundidade.

A analise de microdureza Vickers em profundidade do esmalte foi realizada
nas amostras controle (isolada com esmalte de unha) e experimental (submetida
a erosao) em toda a extenséo de profundidade do esmalte. As indenta¢cGes foram
realizadas em trés fileiras paralelas distante 100 pm uma das outras em
distdncias a partir da superficie externa do esmalte em direcdo a juncao

20



amelodentinaria (JAD). As distancias em profundidade no esmalte foram: 40 um,
80 pum, 160 pm, 200 pm, 300 pm, 400 pm, 500 pm, 600 pm, 700 pm, 800 um, 900
pum e 1000 um da superficie. A mesma carga e tempo empregados na analise de
dureza de superficie foi utilizada. Uma média do valor de VHN foi obtida para
cada distancia.

As medidas de dureza VHN em profundidade na dentina foram
realizadas nas amostras controle (isolada com esmalte de unha) e experimental
(submetida a eroséao) em trés fileiras paralelas distante 100 um uma das outras
em distancias a partir da JAD para a polpa: 00 pm, 40 pm, 80 pum, 160 um, 260
pum e 360 um. Uma média do valor de VHN foi obtida para cada distancia. A carga
de 50 g durante 15 segundos foi utilizada para andlise no microdurdmetro (Cruz-
Filho et al., 2011).

4.7Microscopia de Luz Polarizada

Para as analises no sistema “single Polscope”, foram confeccionadas 10
amostras, a partir de 10 dentes. Os elementos dentarios foram seccionados, com
0 auxilio de um disco diamantado dupla face (KG Sorensen, Sao Paulo, SP)
acoplado em uma peca de mao de micromotor, sob refrigeragdo constante, na
regido central da face oclusal, no sentido vestibulo-lingual obtendo-se uma fatia
da coroa dentaria em torno de 0,5 mm. As raizes também foram removidas cerca
de 5 mm abaixo da juncdo esmalte-cemento. ApOs a obtencdo das amostras, as
mesmas foram polidas, por desgaste, utilizando um jig de lapidacdo com lixas
d’agua de granulagdes distintas até espessuras entre 90 — 100 pum.

As amostras foram analisadas durante 5 horas nos seguintes intervalos de
tempo: antes da erosao (baseline), durante a erosdo (10 minutos) e apds a erosao
até o final das 5h de andlise. A lente objetiva de 2x foi utilizada para permitir que o
campo de visao alcancasse toda a area correspondente ao esmalte e dentina.

O sistema “single Polscope” utiliza a microscopia de luz polarizada para
avaliar, por meio do retardo de fase, o conteudo mineral existente nas amostras.
Por isso, foram realizados registros fotograficos sequenciais das modificacdes
que ocorreram no retardo de fase das amostras. A técnica consistiu no uso da
microscopia de luz polarizada que independe da orientacdo da amostra e faz uso
apenas de um cristal liquido. Esse sistema € composto por um filtro

monocromatico verde, dois polarizadores, um cristal liquido e dois filtros de
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retardo de fase de ¥ de lambda. Desde a saida da luz da base do microscopio
até a ocular, a sequéncia de itens é: (1) filtro verde de birrefringéncia de 546 nm
(largura d banda de 10 nm; Edmund Optics, Barrington, EUA), (2) primeiro
polarizador, (3) cristal liquido coberto por filtro de ¥ de lambda acromatic para
545 nm (liquid crystal polarization rotator, Frederick, EUA), (4) amostra, (5)
segundo polarizador e (6) o segundo filtro de retardo de % de lambda acromatico
para 545 nm (Meadowlark, Frederick, EUA). Todos os itens foram montados em
um microscopio vertical composto de luz transmitida (modelo BA320, Motic,
Richmond, Canada). Um gerador de funcdo (modelo AFG 2021-BR, Tektronix,
Beaverton, EUA) foi acoplado ao cristal liquido através de um cabo elétrico para
aplicar tensdo e permitir rotacdo do eixo de polarizacdo da luz. A camera digital
(Nikon D7000, Toquio, Japdo), no modo monocromatico foi acoplada para
completar o sistema. Todas as imagens foram obtidas utilizando a lente objetiva
2x plana, de tubo infinito, fluorita e de luz polarizada (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

Na organizacao inicial padrao os dois polarizadores e o eixo lento do cristal
liguido permaneceram paralelos entre si e os dois filtros de ¥4 de lambda ficaram
paralelos entre si e a 45° dos polarizadores. O angulo entre o primeiro polarizador
e 0 eixo lento do primeiro filtro de % de lambda foi denominado de angulo beta
(SHRIBAK, 2011), que correspondeu a 87°, e determinou o retardo de fase
maximo mensuravel pelo sistema.

O retardo de fase méximo mensuravel foi dado pela razdo entre o
comprimento de onda de luz utilizado e o angulo méaximo (180°) entre o eixo lento
do cristal liquido e um dos polarizadores. O angulo maximo entre o eixo lento do
cristal liquido e um dos polarizadores permite a obtencdo da medida do retardo de
fase que € nesse sistema 90°, de modo que o retardo de fase maximo mensuravel
pelo sistema “single Polscope” é de metade do comprimento de onda (273 nm). O
retardo de fase dividido pela espessura da amostra (em nm) e multiplicado pelo
sinal da birrefringéncia resulta na birrefringéncia observada.

Utilizando o sistema “single Polscope”, a amostra permaneceu numa
posicdo especifica e o retardo de fase de toda a area histolégica incluida no
campo de visdo foi medida simultaneamente em que quatro estados de
polarizacdo da luz foram transmitidas para amostra. Esses quatro estados de
polarizacdo da luz foram criados pelo gerador de estados de polarizagcéo

(composto pelo primeiro polarizador e o cristal liquido coberto por filtro de % de
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onda acromético) acionado por quatro tensdes elétricas aplicadas. A aplicacdo
dos estados de polarizagédo durou cerca de 30 segundos, sendo esse parametro
de resolucdo temporal. As tensbes elétricas foram aplicadas ao cristal liquido
através de um cabo elétrico conectado a um gerador de fungdes que operou nas
seguintes configuragdes:

e Onda quadrada;

e Frequéncia de 2,0 Khertz;

e Unidade de voltagem de raiz quadrada da média dos quadrados (“root
mean square; Vrms);

e Modo continuo;

e 0 Vrms de corrente direta;

e Voltagens sequenciais de 1, 48; 1,79; 2,10; 2,51 Vrms, que
corresponderam aos angulos 0°, 45°, 90°, 135°, respectivamente, da luz
polarizada que ilumina a amostra, e estdo relacionadas ao algoritmo de
quatro enquadramentos descritos por Shribak (2011).

A relacdo entre as voltagens e os angulos de rotagcéo da luz polarizada foi
fornecida pelo fabricante do cristal liquido. As voltagens aplicadas foram
necessarias para obter os estados de polarizacdo requeridos para o algoritmo de
quatro enquadramentos descritos por Shribak (2011). As variacGes na intensidade
da luz na amostra foram processadas por um algoritmo de quatro
enquadramentos que resultou no retardo de fase e no azimute (angulo de
orientacdo) das estruturas birrefringentes. O resultado foi apresentado numa
imagem digital. A aplicacdo do algoritmo de quatro enquadramentos para obter a
imagem final com os retardos de fase foi desenvolvido com o auxilio de um
aplicativo Java (SHRIBAK, 2011). Os valores dos retardos de fase em cada ponto
histolégico de interesse foram coletados com o auxilio de um software livre de
analise de imagem (Image J, NIH, EUA).

No presente estudo foram realizadas medidas sequenciais de retardos de
fase durante longos periodos de tempo, para tanto foi utilizado um sistema
desenvolvido especialmente para esta finalidade, capaz de controlar o sistema
além de permitir o funcionamento sincronizado do gerador de funcbes e da

camera digital sem a presenca do operador pelo tempo programado.
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Desta forma, foi delimitada a regido correspondente a superficie externa do
esmalte e o restante da amostra foi isolada utilizando esmalte de unha
transparente. Em seguida, cada amostra foi posicionada e fixa sobre a lamina de
vidro com o auxilio de cola instantanea e, ap6s a sua fixacdo, uma laminula foi

colocada sobre a amostra (Figura 6).

Figura 6. Amostra sendo fixada sobre a lamina de vidro para analise no

Microscopio de Luz Polarizada no sistema single Polscope.

Para o desafio erosivo foi utilizada solu¢céo de acido citrico 0,1 M e pH 2,27.
Entretanto, a essa solucdo foi adicionado lodeto de Potassio com o intuito de
modificar o indice de refracdo do acido citrico, permitindo a melhor visualiza¢édo
da trajetdria realizada pelo acido na estrutura do esmalte. O indice de refracao foi
verificado utilizando o refratdmetro de Abbe (Figura 7).

Inicialmente, foi verificado o indice de refracdo (IR) da dgua e obteve-se o
valor de 1,33. Em seguida, para a modificacdo do indice de refracdo do &cido
citrico foi adicionado 20 g de iodeto de potassio em uma solucdo de 50mL e
obteve-se o valor de 1,38. Em estudo piloto o valor do pH das solu¢cdes com e
sem a adicdo do iodeto de potassio foi medido em eletrodo especifico e néao foi
alterado.

Assim, com a modificacdo do IR do &cido citrico, 30 pyL da solugéo foi
colocada na regido da superficie da amostra, com o auxilio de uma pipeta, para
padronizar a quantidade aplicada sobre a superficie de esmalte (Figura 8).

O desafio erosivo foi realizado por 10 minutos. Para a remocao do acido
presente na amostra foi utilizado papel absorvente, o qual foi posicionado entre a
lamina e a laminula. Em seguida, com o auxilio de uma seringa de insulina a
amostra foi lavada com &gua deionizada, apenas na regido delimitada, para

remover quaisquer vestigios da solucéo acida.
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Figura 7. Refratbmetro de Abbe utilizado para medir o indice de refracdo das

amostras.

™ S ante

Figura 8. Adicdo da solucdo de &cido citrico com iodeto de potassio na amostra

posicionada no Microscépio de Luz Polarizada para andlise no single Polscope.

Novamente, foi utilizado papel absorvente entre a lamina e laminula para
remover a agua deionizada Imagens foram capturadas durante as 5 h de analise,
sendo registrada a primeira imagem antes da erosdo, durante a erosédo (2
fotos/minuto por 10 min), apds a eroséao (2 fotos/minuto durante 30 minutos; 1 foto
apos 10 minutos, apos 4 horas e apés 20 minutos). Em seguida, as imagens
foram analisadas no software Image J ( para observacdo do stack (juncédo de
todas as imagens) e a difusdo do agente erosivo foi observada em funcao do

tempo.

4.8 Liberacdo imediata e tardia de ions célcio e fosfato da estrutura dentaria

na solucao erosiva
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A andlise de ions calcio e fosfato liberados do esmalte na solucdo erosiva
foi realizada imediatamente apds o desafio acido (liberacdo imediata) e
tardiamente ao desafio (liberacdo tardia). As solu¢des das amostras utilizadas
durante o desafio erosivo para o teste de microdureza foram armazenadas, em
potes hermeticamente fechados, para analise de liberacdo imediata de calcio e
fosfato por espectroscopia. Da quantidade de 10 mL da solucdo de acido citrico
utilizada no desafio acido, 5 mL de cada amostra foram destinadas a analise do
calcio e 5 mL para a analise do fosfato. A solucdo controle para ambas as
andlises de ions foi a solugdo de acido citrico 0,1M utilizada para o desafio.

As andlises de liberacdo de célcio foram realizadas em espectrofotdmetro
de absorcdo atdbmica (Modelo 908 AA - GBC/Germany, Analitica, Sdo Paulo,
Brasil) (Figura 9 A) e as analises do fosfato em espectrofotémetro (Modelo 8453 -
Hewlett-Packard, Califérnia, EUA) (Figura 9B).

Para andlise do calcio foram preparados sete padrées de calcio a partir de
uma solucdio estoque nas seguintes concentracdes: 0,5 ppm de Ca*?; 1 ppm de
Ca'% 2 ppm de Ca*?; 3 ppm de Ca*® 4 ppm de Ca*?% 5 ppm de Ca*? 7 ppm de
Ca'? em baldes de 25 mL. A partir das leituras de absorbancia de cada um dos
padrdes, uma curva analitica foi construida utilizando uma equacéo linear simples
(y = a+ bx).

Em seguida, os valores de absorbancia foram substituidos na equacéo e

foram obtidas as concentracdes de calcio presente nas solu¢des de acido citrico.

Figura 9. A. Espectrofotdbmetro de absorcado atdmica por chama para analise do
calcio (Modelo 908 AA - GBC/Germany); B. Espectrofotbmetro para analise do
fosfato (Modelo 8453 - Hewlett-Packard, Califérnia, EUA).
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Para andlise de PO,® foram utilizadas solucbes padrdes nas
concentragdes de 0,025 ppm; 0,05 ppm; 0,1 ppm; 0,2ppm; 0,5 ppm; 1,0 ppm; 2,0
ppm em balGes de 25 mL. Para relacionar as concentracdes a serem obtidas no
espectrofotdmetro a partir da solucéo padrao e suas respectivas absorbancias, foi
utilizada a equacéo linear simples (y = a+ bx).

O preparo dos padrdes de fosfato e das amostras para andlise no
espectrofotdmetro foi realizado pela adicdo de 5 mL da solucdo erosiva de cada
amostra em 10 mL de solugcdo acida de molibdato de aménio (0,6 g de
subcarbonato de bismuto, 45 mL de &cido sulfurico concentrado e 6 g de
molibdato de aménio em 1L de agua deionizada) com 30 mg de &cido ascorbico
em p6. A mistura foi agitada suavemente e aguardou-se a presenca da coloracdo
azulada durante 30 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da intensidade da
cor no comprimento de onda de 660 nm no aparelho.

Para as analises da liberacdo tardia de calcio e fosfato, 10 blocos de
esmalte (4 x 4 mm) foram obtidos de 10 terceiros molares inclusos e foram
preparados de acordo como relatado no item 4.5. As amostras foram embutidas
e a superficie do esmalte polida com a lixa de granulagdo 400, 600 e 1200 sob
irrigacdo constante com &agua deionizada para padronizacdo e planificacdo da
superficie A superficie da amostra foi dividida em controle e experimental (2 x 4
mm) e a superficie controle foi isolada. O desafio erosivo em solucédo de 10 mL de
acido citrico por 10 min foi realizado para cada amostra conforme descrito no item
4.5. Em seguida, a parte controle e a experimental de cada amostra foram
separadas com disco diamantado, sob refrigeracdo, com auxilio da peca de méo
do micromotor, obtendo-se de cada amostra um bloco controle (sem desafio
n=10) e outro experimental (com desafio n=10). Da mesma forma, a dentina
subjacente ao esmalte foi removida do bloco com o disco diamantado, deixando
somente o esmalte com espessura de 1,5 mm utilizando um paquimetro digital
(Lee Tools, Maud, SP, Brasil) (Figura 10).

Em seguida, cada amostra de esmalte controle e experimental foram
individualmente imersas, em recipiente hermeticamente fechado, contendo 10 mL
de agua deionizada com pH ajustado em 6,5 durante 48 h. Em seguida, cada
amostra de esmalte controle e experimental foram individualmente imersas, em
recipiente hermeticamente fechado, contendo 10 mL de &gua deionizada com pH

ajustado em 6,5 durante 48 h.
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Figura 10 — Amostra de esmalte apdés a remocdo do esmalte superficial e da

dentina subjacente.

Ao término das 48 horas, as amostras foram removidas dos recipientes e
as solucdes de agua deionizada foram analisadas em espectrofotbmetro de
absorcdo atdmica por chama e espectrofotometro para leitura da liberacdo tardia
de célcio e fosfato, respectivamente, conforme descrito previamente. Para este
experimento, o grupo controle foi a solu¢cdo de agua deionizada das amostras de
esmalte que ndo foram submetidas ao desafio &cido.

4.9 Andlise dos dados

Para testar a hipotese de que o agente erosivo causa dissolucéo dos ions e
desmineralizacdo na superficie do esmalte e na dentina subjacente, amostras
pareadas (do mesmo dente) foram divididas em grupo controle (ndo exposta a
agente erosivo; n = 10) e experimental (exposta a agente erosivo; n = 10). Os
dados foram testados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk.

Os dados da difusdo do agente erosivo através do esmalte dentéario foram
analisados qualitativamente com o0s videos criados a partir das imagens
capturadas durante a difusdo do agente erosivo (stacks).

Os dados de dureza de esmalte e dentina foram analisados
separadamente quanto a normalidade. O teste de Wilcoxon foi aplicado nos
dados de dureza de esmalte de superficie e de profundidade para testar se os
grupos diferiram por acaso ou nao, considerando um valor de erro tipo | de 5%. A
magnitude de efeito para dados ndo paramétricos e o intervalo de confianga de
95% foram calculados. Para os dados de dentina em profundidade foi aplicado o
teste t de Student bicaudal para comparacdo entre o0 grupo controle e
experimental em cada profundidade.
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Os dados de liberacéo imediata dos ions célcio e fosfato foram analisadas
pelo teste T de Student unicaudal, j& os dados de liberag&o tardia dos ions foram
analisados pelo teste de Wilcoxon. Ambos os testes foram aplicados para avaliar

as diferencas entre o grupo controle e experimental.
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5 RESULTADOS

Através de uma avaliacdo qualitativa, por meio do single Polscope, foi
possivel acompanhar a difusdo do agente acido através dos poros do esmalte,
devido a captura das imagens durante a aplicacdo do agente erosivo sobre a
amostra. A figura 11 representa a amostra antes do desafio erosivo (baseline)
(Fig. 11 A), durante a aplicagdo do agente erosivo na superficie do esmalte (10
minutos) (Figs. 11. B até F) e apds o desafio erosivo (Figs. 11. G até |). Devido as
alteracdes no retardo de fase, foi possivel observar a penetracdo da solucdo
acida pela estrutura do esmalte dentario. Durante a aplicacdo do agente erosivo
(Figs 11 C até F) pode ser visualizado, acompanhando a dire¢do dos prismas, 0
aparecimento da “cor branca” (visualizando o retardo de fase que indica a difusado
do &cido) da superficie do esmalte em direcdo a JAD. Nas figuras 11.G ao 11.1, o
acido citrico ja tinha sido completamente removido da amostra, no entanto a
difusdo do acido na estrutura do esmalte se aproximando da dentina na JAD
ainda pode ser visualizado.

Os dados de microdureza foram testados quanto a normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk e apenas os de microdureza de dentina possuiram distribuicdo
normal. Para a magnitude de efeito, foi calculada a magnitude de efeito g de
Hedge, que, nos casos de ndo normalidade, foi calculada substituindo médias por
medianas e desvios-padrdo por 75% da distancia interquartil (1Q), conforme
preconizado por Grissom, Kim (1990) e Laird, Mosteller (2012). As analises

seguiram procedimentos descritos em Cohen (1988), Grisson e Kim (2012).
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Figura 11. Amostra submetida ao desafio erosivo, gerada pelo sistema single
Polscope para acompanhar a difusdo do &cido citrico 1% através do esmalte
dentario. (A) Amostra antes do desafio erosivo; (B) Logo apds a aplicacdo do
acido citrico na superficie do esmalte; (C) — (F) Difusdo do agente erosivo pela
estrutura do esmalte; (G) — (H) Apos remocao do agente erosivo.

Barra de escala = 10um; e: Esmalte; d: Dentina; — (amarela): Direcéo de difusao
da solucdo erosiva no esmalte; — (vermelha): mudanca no retardo de fase
indicando a difuséo do agente erosivo pelo esmalte em direcdo a JAD.
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A Tabela 1 demonstra os valores de mediana + 75% 1Q das medidas de
dureza do esmalte dentario da superficie do esmalte antes e depois do desafio
com acido citrico 0,1 M e em profundidade do esmalte, obtidas a partir das
distancias da superficie em direcdo a JAD (de 40 um até 1000 um) nos grupos
controle (sem erosao) e apds eroséo. Foi possivel constatar reducdo significativa
nos valores de VHN antes e ap6s o desafio erosivo com acido citrico na superficie
do esmalte (p=0,005). A analise de VHN em profundidade do esmalte dentario
também mostrou que houve reducdo significativa de dureza em todas as
distancias da superficie (de 40 até 1000 um) quando comparado o grupo controle

(sem eroséo) com o grupo erosao (p<0,005).

Tabela 1. Valores de mediana = 75% IQ da microdureza Vickers (VHN) da
superficie do esmalte antes e depois do desafio com &cido citrico 0,1 M e da
profundidade do esmalte, de acordo com a distancia da superficie, nos grupos

controle (sem erosédo) e apos erosao, pelo teste de Wilcoxon.

Valores de Microdureza VHN (Mediana £ 75% 1Q)

Superficie do esmalte Antes erosdo Pds-eroséo Valor de p
345,7 £ 16,3 267,1+7,4 0,005
Profundidade da Controle Eroséo Perda  Valordep
superficie do esmalte Mineral
(Hm) (%)
40 337,0+11,1 273,0+£30,6 19,0% 0,005
80 338,5+18,4 269,0+25,6 20,5% 0,005
160 3345+19,4 276,3+16,6 17,5% 0,005
200 326,8+17,2 2765+152 153% 0,005
300 334,0+10,4 273,0+153 18,3% 0,005
400 327,3+ 8,6 278,0+£18,2 15,0% 0,005
500 33L,7+115 282,0+16,4 14,8% 0,005
800 320,0+ 2,7 280,0+ 6,5 12,5% < 0,001
900 320,8+ 5,6 275,2+10,1 14,0% 0,001
1000 326,0+ 7,2 258,2 + 18,7 20,1% 0,001
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Os resultados dos valores de VHN na dentina em profundidade, a partir de
distancias da JAD (de 0 a 360 um) nos grupos controle (sem erosao) e apos
erosdo com acido citrico 0,1 M sao descritas na Tabela 2. Houve diferenca
estatistica significante nos valores de VHN entre grupo controle e eroséo até 120
pm (p=0,00001). Nas distancias de 160, 260 e 360 um da JAD n&o houve
diferenca significativa entre os grupos controle e eroséo (p>0,05).

Tabela 2. Média + desvio padréo (dp) dos valores de microdureza Vickers (VHN)
da dentina em profundidade, a partir de distancias da juncdo amelo-dentinaria
(JAD), nos grupos controle (sem erosdo) e ap0s erosdo com acido citrico 0,1 M,

pelo teste T bicaudal.

Valores de Microdureza VHN da Dentina (média * dp)

Distancia da JAD Controle Erosao Perda Mineral  Valor de p
(Hm) (%)
00 62920 520x25 17,3% <0,001
40 61,8+x16 514+19 17,5% <0,001
80 62216 530zx1,6 14,5% <0,001
120 625+18 58,3+1,3 7,2% < 0,001
160 62,3+0,7 62,0+£1,7 0,5% 0,64
260 633+x24 633x2,6 0% 0,53
360 63,625 63,8+29 0% 0,41

Os resultados de liberacdo imediata dos ions célcio e fosfato sao
apresentados na Tabela 3. Para relacionar as concentracdes obtidas no
espectrofotdmetro de absorcdo atémica (analise do Ca*™®) e no espectrofotdmetro
(anélise do PO4?) a partir das leituras de cada uma das solucées-padrdo e suas
respectivas absorbancias, a equacao da reta obtida para a andlise do calcio foi y
= 0,0135x + 0,0275 e do fosfato foi y = 0,188x + 0,0012, e os valores da R? foram
superiores a 0,99. Houve diferenca estatisticamente significante na liberagc&o
imediata de ions calcio com aumento significante dos ions apds a eroséo (15,6 +
2,5 mg/kg) comparada ao controle (solucéo de acido citrico) (0,5 = 0,02 mg/kg)
(p=0,0001). Entretanto, ndo houve diferenca na liberacdo de ions fosfato entre

controle e erosdo. Foi rejeitada a hipotese nula de que a concentracdo de Ca*’ na
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solucéo &cida apods seu contato com a superficie do esmalte é semelhante a
concentracdo de Ca*® na solucéo &cida antes de seu contato com a superficie do
esmalte.

Para a analise da liberacdo tardia dos ions calcio e fosfato foi verificado que
apenas houve diferenca estatistica na liberacao tardia de PO, ap6s eros&o (0,20
+ 0,04 mg/kg) comparado ao grupo controle (0,11 + 0,01 mg/kg), com maior
liberacdo deste ion apds a erosdo. Nao houve diferenca significante na liberacéao
tardia de Ca* (Tabela 4). Foi rejeitada a hipétese nula de que a concentracdo de
PO, na solucéo neutra ap6s seu contato com o esmalte do grupo experimental é
semelhante & concentracéo de PO, na solucdo neutra apds seu contato com o
esmalte do grupo controle. Por outro lado, a hipotese nula de que a concentracao
de Ca*? na solucdo neutra ap6s seu contato com o esmalte submetido & eroséo é
semelhante a concentracdo de calcio na solucdo neutra apds seu contato o

esmalte ndo submetido a eroséo.

Tabela 3. Média + desvio padrdo (dp) da liberacdo imediata dos ions calcio e
fosfato (em mg/Kg) do esmalte dentario nos grupos controle (solucédo de &cido
citrico 0,1M) e erosdo com acido citrico 0,1M, pelo teste T de Student unicaudal.

Liberacdo imediata Controle Erosao Valor de p
(média £ dp) (média £ dp)
Calcio 0,5+0,02 15,6 +2,5 < 0,001
Fosfato 0,0+0,1 0,0+3,82 0,06

Tabela 4. Média + desvio padrao (dp) da liberacéo tardia dos ions célcio e fosfato
(em mg/Kg) do esmalte dentario nos grupos controle (sem erosdo) e erosdo com

acido citrico 0,1M, pelo teste T de Student unicaudal.

Liberagao Controle Eroséo Valor de p
tardia (média £ dp) (média £ dp)
Calcio 0,54 £ 0,06 0,58 £ 0,08 0,19
Fosfato 0,11 +0,01 0,20 £ 0,04 0,001
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DISCUSSAO

Devido a sua organizacao estrutural, a camada de esmalte € a primeira a
ser atingida por solugbes acidas durante o desafio erosivo. Ja é definido na
literatura que a bainha dos prismas é a principal trajetoria para difusdo dos acidos
cariogénicos e ions minerais no esmalte (SHELLIS, DIBDIN, 2000), de modo que
solucdes, ions e moléculas conseguem se difundir no esmalte cariado (SOUSA,
SOARES, VIANA, 2013; MACENA et al., 2014). Entretanto, ainda nao foi
investigada a difusdo do acido erosivo e a sua extensdo nos tecidos dentarios.
Assim, o presente estudo forneceu dados inovadores sobre a difusdo do acido
citrico 0,1 M na estrutura do esmalte, bem como quanto a extenséo desta difusao
em esmalte e dentina pela avaliacdo quimica de liberacédo de ions e microdureza.

O éacido citrico 0,1 M foi utilizado neste estudo, pois € um &acido
frequentemente encontrado em bebidas acidas e refrigerantes e utilizado nos
estudos in vitro de erosdo (BARBOUR et al., 2003; HJORTSJO et al., 2010). O
periodo de 10 min de desafio erosivo e o pH 2,27 foram utilizados pois este tempo
e pH demonstraram ser suficientes para detectar perdas de ions, principalmente
Ca'?, e de estrutura mineral quando tratamentos com fluoreto foram investigados
(HIJORTSJO et al., 2010; HIORTSJO et al., 2014). Além disso, terceiros molares
higidos e nado-erupcionados foram utilizados para que nédo existisse variagdo do
contetdo mineral no esmalte entre as amostras, em decorréncia da maturacéo
pos-eruptiva.

O conteudo de agua presente no interior dos poros do esmalte pode ser
dividido em agua fracamente e firmemente aderida, sendo que esta Ultima € mais
facilmente removida e encontra-se na regido da bainha, onde os poros e a taxa de
difusdo sdo maiores (DIBDIN, 1993; SHELLIES, DIBDIN, 2000). A difusdo é o
mecanismo envolvido no transporte de substancias por meio da estrutura do
esmalte (ATKINSON, 1947). Esse transporte pode ocorrer através dos poros do
esmalte, diante da presenca de materia organica e agua em seu interior
(ATKINSON, 1947).

Segundo Elliot (1997) as variagbes no volume mineral podem ser
influenciadas pela movimentacdo de ions dissolvidos nos poros do esmalte.
Entretanto o volume do poro, responsavel por limitar os volumes organicos e de

agua e ,consequentemente, a taxa de difuséo, é influenciado pelo volume mineral
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(SOUSA, SOARES, VIANA, 2013). Por esse motivo, a velocidade de difusdo a
partir dos poros presentes na bainha, que possui maiores diametros, € maior
quando comparada aos poros de diametros menores. Como o volume mineral
diminui da superficie do esmalte para a JAD, enquanto que os volumes organicos
e de agua aumentam, provavelmente um continuo deslocamento de agua ocorre
da superficie do esmalte para a dentina (MACENA et al., 2014). Embora tenha
sido avaliado em esmalte com lesbes naturais de carie, Meira et al. (2015)
verificaram que uma solucdo &acida consegue infiltrar mais rapidamente no
esmalte primeiro pela agua fracamente aderida; depois pela agua fortemente
aderida, atravessando o conteddo organico no interior dos poros; e finalmente
chegando aos cristais de hidroxiapatita, promovendo a sua desmineralizacao.

No presente estudo, por meio de uma Unica aplicacdo de &cido citrico 0,1
M por 10 min na superficie do esmalte através de avaliacdo do sistema single
Polscope, foi observado que esta solucdo erosiva conseguiu se difundir pelos
poros do esmalte. Como o retardo de fase do sistema single Polscope foi alterado
apos a aplicacdo do agente erosivo (Figura 11), provavelmente os ions do agente
erosivo interagiram com os cristais de hidroxiapatita do esmalte, alcancado
distancias proximas a JAD.

Baseado nas explicacfes de difusdo de solugcbes em lesdes naturais de
carie em esmalte (SOUSA, SOARES, VIANA, 2013; MACENA et al., 2014; MEIRA
et al.,, 2015) pode ser sugerido que neste estudo a difusdo do acido citrico na
estrutura do esmalte, como mostrado na Figura 11, ocorreu pela penetragéo das
pequenas moléculas do acido citrico nos poros do esmalte através da agua
fracamente aderida. Dentro dos poros do esmalte, pelo transporte aleatério de
difusdo, as moléculas do acido podem ter se difundido ao longo da agua
fracamente aderida em direcdo as paredes minerais, deslocando e atravessando
a matéria organica e agua firmemente aderida (MEIRA et al., 2015). Como
vizualizado na Figura 11F pelo retardo de fase, provavelmente a difusdo da
solucdo estendeu-se para a camada mais interna do esmalte proximo a JAD. Fato
este possivel, ja que o gradiente osmoético do esmalte atrai a difusdo para as
camadas mais internas (MACENA et al., 2014). Em cada ponto mais interno do
esmalte, as moléculas do acido também podem ter se difundido em direcdo as
paredes minerais, causando desmineralizagcdo ao longo de todo seu trajeto até a
JAD.
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Neste estudo também foi demostrado que houve reducdo nos valores de
dureza de superficie do esmalte apos a erosdao com acido citrico (Tabela 1).
Outros resultados também mostraram a reducdo de dureza na superficie do
esmalte erodido com o mesmo acido (BARBOUR et al.,, 2003; CARVALHO,
LUSSI, 2015; MISTRY et al, 2015). Este fato se deve principalmente ao baixo pH
do acido, e a acado quelante que pode “sequestrar’ os ions calcios da superficie
dentaria (LUSSI, JAEGGI, 2006).

Também houve diferenca significante nos valores de dureza em
profundidade no esmalte quando comparado com o grupo controle (sem eroséo),
a partir de 40 até 1000 um (Tabela 1). Este fato mostra que o esmalte, em contato
por 10 min com o acido citrico 0,1 M, foi desmineralizado em toda a sua extensao,
ultrapassando a JAD e atingindo até 120 pm da dentina, pois até esta
profundidade foi observada a reducéo significativa de dureza da dentina apos a
erosdo (Tabela 2). Estes dados confirmam a difusdo do acido em toda extenséo
do esmalte até JAD encontrado nas imagens do sistema single Polscope, em
microscopio de luz polarizada, embora ndo tenha sido visualizada a difusédo até a
dentina externa (Fig. 11).

O contetdo mineral e a concentracdo de Ca*? do esmalte diminuem em
direcdo a JAD, mas as concentracGes de carbonato e magnésio aumentam, o que
reduz a cristalinidade dos prismas de esmalte (LEGEROS , TUNG, 1983). Estes
gradientes sdo utilizados para explicar a diminuicdo da dureza e densidade do
tecido e o aumento da solubilidade mineral que ocorre no esmalte da superficie
para a JAD (CARVALHO, LUSSI, 2015; LUSSI et al.,, 2011), como ocorreu
também em nosso estudo.

Carvalho e Lussi (2015) investigaram o efeito do acido citrico 1% por 3 min
na microdureza do esmalte em profundidades de 100, 200, 400 e 600 um da
superficie em diferentes tipos e regides do dente, com polimento ou ndo. Embora
tenham observado que as camadas mais profundas ndo tenham sido afetadas
pela exposicdo do acido a 100 um, o tempo de contato foi menor que o do
presente estudo. Tempos maiores de erosao com acido citrico poderiam detectar
maiores perdas minerais e a atuacao de fluoretos no tecido, como explicado
previamente (HJORTSJO et al., 2010).

Como a dentina ndo entrou em contato direto com o acido citrico 0,1 M

durante o desafio erosivo, a reducdo de dureza até 120 um (Tabela 2) é de
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grande relevancia, uma vez que implica em fortes indicios de que o &acido
conseguiu penetrar pelos poros do esmalte e alcangou o tecido subjacente. Essa
difusdo para o interior do esmalte e dentina é justificada principalmente pelo
aumento no conteudo organico e de agua conforme ocorre a aproximacdo com a
JAD (DIBDIN, 1993; SHELLIS, DIBDIN, 2000). Além disso, o maior contetdo
organico e de agua presente na dentina também poderiam favorecer esta difusao
para o seu interior.

O teste de microdureza € o mais utilizado para analise de desmineralizacao
por erosd@o, porém a analise quimica de liberagdo de calcio também é um método
preciso para avaliar a desmineraizagédo causada por erosao (CARVALHO, LUSSI,
2015). A mudanca na microdureza de superficie detecta a perda de resisténcia a
penetracdo do indentador, devido as perdas minerais, e reflete as propriedades
de superficie na regido do esmalte submetido a aplicacdo da carga. A liberacao
de calcio, por sua vez, mede a perda mineral do esmalte pela desmineralizacao
em toda a extensdo da amostra exposta (CARVALHO, LUSSI, 2015).

Embora a microdureza e a analise quimica do calcio possuam diferenca na
metodologia, ambas mostraram que ocorreu a desmineralizacdo na superficie,
devido a reducao de dureza de superficie e 0 aumento na concentracdo de ions
Ca*? na solugdo de &cido citrico, apds o desafio erosivo (Tabelas 1 e 3). Porém,
na analise de liberacao tardia de calcio ndo houve diferenca entre grupo controle
(sem erosao) e eroséo (Tabela 4). Carvalho e Lussi (2015) avaliaram a liberacéo
de fons Ca*™ em diferentes profundidades no esmalte, apds desafio erosivo com
acido citrico, e constataram que a liberacdo desse ion diminui com o aumento da
profundidade e a proximidade com a JAD. No presente estudo, na liberacdo
imediata e tardia de Ca*? somente a superficie do esmalte foi exposta ao desafio,
porém na liberacdo tardia o esmalte em toda a sua extenséo e profundidade foi
armazenado em agua deionizada, por 48h. Provavelmente todos os ions Ca*?
tenham sido liberados da superficie do esmalte na solucdo de &acido citrico
durante o desafio, resultado obtido na liberacdo imediata do ion (Tabela 3).
Porém, como a liberacdo do ion diminui em direcdo a JAD (CARVALHO, LUSSI,
2015) nao foi possivel detectar a liberacdo de fons Ca* tardiamente, j& que a
erosao foi realizada somente na superficie.

O acido citrico, utilizado para promover o ataque acido na superficie das

amostras, por sua composicdo quimica, consegue desmineralizar a estrutura da
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hidroxiapatita a partir da dissociacdo em agua dos ions H* que se ligam de forma
reversivel ao ion citrato (COQ"). O citrato pode existir em trés formas distintas e
quando dois ou até os trés ions H* presentes na molécula do &cido citrico s&o
removidos, pode ocorrer a formacdo de um complexo com o fon Ca*® por meio da
interacdo eletrostatica entre os ions, resultando na acdo quelante (LUSSI,
JAEGGI, 2006). Esta interagéo, diferente do momento da liberagdo dos ions H,
ocorre diante de pH basico. Isto significa que o acido citrico diante de pH acido
libera fons H' capazes de atacar diretamente a superficie do mineral, e em pH
basico o ion COO" se liga ao calcio removendo-o da estrutura cristalina e
promovendo a desmineralizagdo do tecido (SHELLIS, FEATRHERSTONE,
LUSSI, 2014).

Contrariamente a liberacdo de Ca™, os fons fosfato (PO.3) foram
detectados apenas tardiamente nas solucdes, esse fendmeno pode ter ocorrido
por causa da preferéncia que o ion citrato possui em remover, inicialmente, os
fons Ca' pela interacdo eletrostatica que ocorre entre eles (SHELLIS,
FEATHERSTONE, LUSSI, 2014). Isso implica que embora os fons PO,* nédo
tenham sido liberados imediatamente apdés o desafio erosivo, eles podem
permanecer na &agua firmemente aderida, e apés os fons Ca™ terem sido
removidos, os fons PO, se difundem da agua firmemente aderida para a
fracamente aderida e podem ser liberados da estrutura dentaria, mesmo em pH
neutro da solucéo.

Clinicamente, durante o processo de erosdo por agentes &cidos e/ou
guelantes, estes agentes interagem com a superficie dos cristais do esmalte, mas
somente apos terem sido difundidos pelo biofilme (se 0 mesmo estiver presente),
atravessarem, em seguida, a pelicula adquirida, e por fim se difundirem pela
camada lipidica e proteica formada em cada cristal (SHELLIS,
FEATRHERSTONE, LUSSI, 2014). Mesmo que o0 presente estudo tenha
investigado o efeito erosivo in vitro do acido citrico 0,1 M, com tempo e pH
determinados, sem possuir as caracteristicas clinicas citadas acima, as
evidéncias apontaram para a existéncia de um continuo deslocamento do agente
erosivo a partir da superficie do esmalte chegando na JAD, e causando
desmineralizacdo em até 120 um na dentina. Foi também sugerido um possivel
mecanismo de difusdo do agente erosivo no esmalte. Além disso, as analises

quimicas demonstraram que durante o processo de erosdo os ions fosfatos sao
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liberados apos a liberacdo dos ions calcio, sendo que a liberagdo deste ultimo
ocorre durante o desafio erosivo. Assim, estes resultados podem elucidar futuros
estudos sobre o processo de erosdo no esmalte dentario causado por fatores

extrinsecos.
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6 CONCLUSAO

Baseado nos resultados deste estudo pode-se concluir que:

O &cido citrico 1,8% (0,1 M) conseguiu se difundir na estrutura do esmalte
através dos seus poros;

Houve a liberacéo imediata de fons Ca*? ap6s o desafio erosivo e os fons
PO,? foram detectados na anélise de liberacdo tardia, sugerindo que a
desmineralizacdo é iniciada pela remocao dos fons Ca*%;

O desafio erosivo com &cido citrico causou desmineralizacdo da estrutura
dentéria tanto na superficie quanto em profundidade no esmalte (até 1000
pum), ultrapassando a JAD e atingindo até a dentina, devido a reducéo dos

valores de VHN.
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ANEXO 1. Certid&o de aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

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

CERTIDAO

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saide da Universidade Federal da Paraiba — CEP/CCS aprovou
por unanimidade na 12 Reunifo realizada no dia 19/02/2015, o Projeto de

pesquisa intitulado: “APLICACAO IN VITRO DE ACIDO CITRICO
NA SUPERFICIE DO ESMALTE DENTARIO: ESTUDO DOS
EFEITOS DESMINERALIZANTES NA SUPERFICIE DO
ESMALTE E DA DENTINA SUBJACENTE” da pesquisadora Fabiola
Galbiatti de  Carvalho Carlo. Protocolo  049/15. CAAE:
39013014.2.0000.5188.

Outrossim, informo que a autorizagdo para posterior
publicagio fica condicionada a apresentagdo do resumo do estudo proposto
a apreciagdo do Comité.

‘T’\AUC— \Q,&),Mﬁ/\.
Andrea Méarcia da C. Lima
Mat. SIAPE 1117510
Secretaria do CEP-CCS-UFPB

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saiide da Universidade Federa da Paraiba
Campus | — Cidade Universitaria - 1° Andar - CEP 58051-900 — Jodio Pessoa - PB
& (83) 3216 7791 — E-mail, eticaccsufpb@hotmail. com
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ODONTOLOGIA

Prezado voluntario, esta pesquisa tem como titulo “APLICACAO IN VITRO DE
ACIDO CITRICO NA SUPERFICIE DO ESMALTE DENTARIO: ESTUDO DOS EFEITOS
DESMINERALIZANTES NA SUPERFICIE DO ESMALTE E DA DENTINA SUBJACENTE”
e sera desenvolvida pela cirurgid-dentista ISABELLA CAVALCANTE MEDEIROS,
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.

Considerando que, cada vez mais, tem aumentado a ingestdo de bebidas
energéticas, refrigerantes, sucos e frutas citricas. O objetivo desse estudo laboratorial é
testar a hipotese de que a aplicacao in vitro do &cido citrico 1,8% (0,1M) ajustado a pH de
2,27 com NaOH na superficie do esmalte dentario humano proporciona desmineralizagéo
no esmalte e na dentina.

A sua colaboracao na pesquisa consistird em doar um dente extraido por razdes
de saude identificadas pelo cirurgido-dentista que lhe prestou assisténcia odontoldgica.
Todas as partes moles (que contém células, sangue e material genético) dos dentes
serdo descartadas e ndo serdo usadas. O dente doado ficara guardado com o
pesquisador até 3 anos a contar da data de assinatura deste documento. Solicitamos sua
autorizacdo para usar, durante o periodo de 3 (trés) anos, o material doado em outros
estudos que sejam importantes para desenvolver o tratamento mencionado acima. Apés
este periodo de 3 anos, o dente sera aquecido a 900° C por duas horas, em seguida
triturado até formar um pé e desprezado no sistema de esgotamento sanitario da cidade.
Os procedimentos para a realizagdo desta pesquisa respeitardo as diretrizes e normas da
Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Sua participacdo € voluntaria e, portanto, o(a) senhor(a) ndo € obrigado(a) a
fornecer as informagbes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo
Pesquisador(a). Caso decida nado participar do estudo, ou resolver a qualguer momento
desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem haverd modificacdo na assisténcia
que vem recebendo na Instituicdo (quando for o caso). Nesta pesquisa, o(a) senhor(a)
ndo podera se certificar pessoalmente de todas as analises a serem feitas nos
laboratérios com o material doado.

Solicito sua permisséo para apresentar os resultados deste estudo em eventos da
area de saude e publicar em revista cientifica. Por ocasido da publicacdo dos resultados,
seu home sera mantido em sigilo. O(s) pesquisador(es) estara(ao) a sua disposicao para
qualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa,
inclusive para informar as conclusdes finais.

Diante do exposto, declaro que fui devidamente esclarecido(a) e dou o meu
consentimento para participar da pesquisa e para publicacdo dos resultados. Estou ciente
gue receberei uma cépia desse documento.

Assinatura do Participante da Assinatura do(a)
Pesquisa ou Responsavel Legal Pesquisador(a)Responsavel
Espaco da
Assinatura do(a) Pesquisador(a) Assinatura da Testemunha (em impresséo
Participante caso de analfabetos) dactiloscopica
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Endereco (Setor de Trabalho) do Pesquisador Responsavel: Isabella Cavalcante
Medeiros (matricula UFPB/2014105090), Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal da Paraiba, Campus |, Jodo Pessoa, Paraiba.

Endereco (Setor de Trabalho) do Pesquisador Participante: Fabiola Galbiatti de Carvalho
Carlo (matricula UFPB/Siape 1827375), Departamento de Clinica e Odontologia Social,
Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba, Campus |, Jodo Pessoa,
Paraiba. Telefone para contato: (0xx83) 3216-7251 (Departamento de Clinica e
Odontologia Social/CCS/UFPB).

Qualquer davida, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba Campus | - Cidade Universitaria -
1° Andar — CEP 58051-900 — Joao Pessoa/PB, telefone: (0xx83) 3216-7791. E-mail:
eticaccsufpb@hotmail.com
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Apéndice B - TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS

TERMO DE DOAGCAO 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 odontoldgica, para a pesquisa intitulada “APLICACAO IN VITRO DE
ACIDO CITRICO NA SUPERFICIE DO ESMALTE DENTARIO: ESTUDO DOS
EFEITOS DESMINERALIZANTES NA SUPERFICIE DO ESMALTE E DA
DENTINA SUBJACENTE” que sera desenvolvida pela cirurgia-dentista ISABELLA
CAVALCANTE MEDEIROS, mestranda em Odontologia da Universidade Federal
da Paraiba, sob orientagdo 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 instituicao
para treinamento académico laboratorial e realizacdo de pesquisas.

, de de 20

Assinatura do Doador
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