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“O que ela tem?”

Ela tem uma sensibilidade na alma e um
sangue nos olhos.

“Entao, ela tem o suficiente”, disse-me.
Por qué? “Porque ela é doce e forte,
porque ela ama e luta, porque ela é o inicio

da guerra e a certeza da vitoria”.
Samer Agi



RESUMO
Condigdes patoldgicas dos tecidos dentarios duros podem ser de natureza pré ou
pbs-eruptiva, como fluorose do esmalte e desgaste dentario erosivo (DDE),
respectivamente. A fluorose é causada pela ingestdo crbénica e excessiva de fluor
durante o desenvolvimento do esmalte, levando ao aumento da concentracdo de
flior e da porosidade. O DDE resulta da exposicdo dos dentes a ataques acidos
associados ou ndo a abrasao, levando a perda de estrutura dentaria e alteracdes
morfologicas. Este estudo in vitro testou a hipétese de que o esmalte fluordtico
apresenta diferentes susceptibilidades a erosao-abrasao dentaria. O delineamento
experimental utilizado foi fatorial 3x3x2, considerando: a) severidade da fluorose:
sadia (TF0), moderada (TF1-2), severa (TF3-4); b) desafio abrasivo: baixo, médio,
alto; e c) desafio erosivo: sim, ndo. Um total de 144 dentes humanos foram
selecionados de acordo com os trés niveis de severidade da fluorose (n=48), e
subdivididos em seis grupos (n=8) gerados pela associagao dos diferentes desafios
erosivos e abrasivos. Blocos de esmalte (4x4mm) foram preparados a partir de
cada dente e suas superficies de esmalte natural (sem preparo) submetidas a um
modelo de ciclagem de erosdo-abrasao, utilizando acido citrico a 1% com pH em
torno de 2,4. Apdés a ciclagem, a profundidade do desgaste das lesdes em esmalte
foi avaliada para comparagao com as medicdes iniciais feitas por perfilometria. A
exposicao acida causou significativamente maior perda de superficie do esmalte do
que a agua (p<0,001). A ANOVA mostrou que as interagdes triplas e duplas entre
os fatores ndo foram significativas (p>0,20). O nivel de fluorose do esmalte
(p=0,638) e o nivel de abrasdo (p=0,390) nao tiveram efeito significativo na
profundidade da lesdo. Neste estudo in vitro, a fluorose, independentemente do
nivel de severidade nao afetou a susceptibilidade do esmalte a erosao-abrasao

dentaria.

DESCRITORES:
Fluorose Dentaria, Erosao Dentaria, Abrasao Dentaria, Esmalte Dentario,

Desgaste Dentario



ABSTRACT

Pathological conditions of hard dental tissues can be pre- or post-eruptive in nature,
such as enamel fluorosis and erosive tooth wear (ETW), respectively. Fluorosis is
caused by chronic and excessive fluoride ingestion during enamel development,
leading to increased fluoride concentration and porosity. ETW results from exposure
of teeth to acid attacks associated or not with abrasion, leading to loss of tooth
structure and morphological changes. This in vitro study tested the hypothesis that
fluorotic enamel presents different susceptibilities to dental erosion-abrasion. The
experimental design used was a 3x3x2 factorial, considering: a) fluorosis severity:
healthy (TFO), moderate (TF1-2), severe (TF3-4); b) abrasive challenge: low,
medium, high; and c) erosive challenge: yes, no. A total of 144 human teeth were
selected according to the three levels of fluorosis severity (n=48), and subdivided
into six groups (n=8) generated by the association of different erosive and abrasive
challenges. Enamel blocks (4x4mm) were prepared from each tooth and their
natural enamel surfaces (unprepared) subjected to an erosion-abrasion cycling
model using 1% citric acid with pH around 2.4. After cycling, the depth of wear of
the enamel lesions was evaluated for comparison with the initial measurements
made by profilometry. Acid exposure caused significantly more enamel surface loss
than water (p<0.001). ANOVA showed that the triple and double interactions
between the factors were not significant (p>0.20). Enamel fluorosis level (p=0.638)
and abrasion level (p=0.390) had no significant effect on lesion depth. In this in vitro
study, fluorosis, regardless of the level of severity, did not affect enamel
susceptibility to tooth erosion-abrasion.

DESCRIPTORS

Dental Fluorosis, Dental Erosion, Dental Abrasion, Dental Enamel, Tooth Wear
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1. INTRODUGAO

O desgaste dentario erosivo (DDE) é uma condi¢do multifatorial que tem
recebido crescente atengdo nas ultimas décadas (Schlueter & Luka, 2018) e afeta
diferentes faixas etarias (Jaeggi & Lussi, 2014). O DDE desenvolve-se como
consequéncia da exposicdo excessiva das superficies dentarias a acidos
intrinsecos ou extrinsecos de origem nao bacteriana (Schlueter et al., 2020). O DDE
intrinseco esta associado a anorexia nervosa, bulimia nervosa e condigdes com
regurgitacéo frequente de acidos gastricos, enquanto o DDE extrinseco esta
relacionado principalmente a dietas acidicas (Jaeggi & Lussi, 2014; Lussi &
Carvalho, 2014), condi¢gdes ambientais, medicamentos e mudangas no estilo de
vida (Donovan et al., 2021). A exposigao aos acidos faz com que as superficies do
esmalte se tornem amolecidas e entao susceptiveis ao desgaste abrasivo, levando
a perda estrutural progressiva (Lussi et al., 2011). Revisdes sistematicas (Van't
Spijker et al., 2009; Kreulen et al., 2010) relataram alta prevaléncia de DDE, com a
frequéncia do DDE severo aumentando de 3% aos 20 anos para 17% aos 70 anos,
uma vez que, niveis crescentes de desgaste dentario estdo significativamente
associados a idade (Van’t Spijker et al., 2009; Kreulen et al., 2010).

Uma vez que o fluoreto é capaz de reduzir a carie, a sua aplicagao para
evitar o DDE tem sido sugerida (Bartlett; Smith; Wilson, 1994). O mecanismo de
acao dos fluoretos em DDE parece decorrer da formagao de uma barreira mecanica
por meio da deposicdo de fluoreto de calcio na superficie dentaria (Magalhaes;
Rios; Buzalaf, 2008). A quantidade de fluoreto de calcio formado é diretamente
relacionada a sua concentracao, tempo de exposi¢cao e menor pH do meio, sendo
que a sua dissolugdo em condi¢des erosivas, temporariamente protege o esmalte
subjacente (Saxegaard & Rolla, 1988; Ganss et al., 2004). Além da barreira
mecanica, quando do uso de fluoretos de metais polivalentes um revestimento
acido resistente rico em metais precipita sobre a superficie (Schlueter et al., 2009;
Ganss et al. 2010). De acordo com Magalhaes, Rios e Buzalaf (2008), na presenca
de fluoreto suficiente no meio bucal havera a formacao de hidroxiapatita fluoretada,
tornando o esmalte menos soluvel aos proximos desafios acidos. Os compostos de
fluor sdo conhecidos por reduzir a dissolugdo do dente e, em alguns casos,
aumentar a resisténcia do dente a acidos erosivos com efeito preventivo limitado
(Bezerra et al., 2019).
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Por outro lado, sabe-se que a exposicao excessiva ao fluor durante o
periodo de formacdo do esmalte pode levar a fluorose do esmalte. Estudos tém
demonstrado que o esmalte com fluorose é hipomineralizado e apresenta maior
teor de fluor (den Besten, 1994; Vieira et al., 2005; Martinez-Mier et al., 2016).
Dados do Saude Bucal Brasil 2010 apontaram que 16,7% das criangas de 12 anos
apresentavam fluorose onde 15,1 % delas com a severidade variando entre muito
leve e leve e ainda 1,5% com severidade moderada O esmalte fluorético é mais
poroso, o que diminui sua resisténcia ao desgaste mecanico; mas também rico em
fldor, o que poderia potencialmente aumentar sua resisténcia a desmineralizagéo
(Fejerskov et al., 1994). Embora alguns estudos in vitro tenham sido realizados para
testar se o maior teor de fluor no esmalte o protegeria da desmineralizagao devido
a simulagao de cérie, ndo ha estudos relatando se o esmalte fluorético apresentaria
susceptibilidade diferente a erosdo-abraséo dentaria.

Este estudo in vitro testou a hipotese de que o esmalte fluorético com
diferentes graus de severidade é mais susceptivel ao desenvolvimento de desgaste

de erosao-abrasao dentaria, quando comparado ao esmalte sadio.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Fluorose dentaria

2.1.1. Definigao, Ocorréncia, Caracteristicas Clinicas e Morfolégicas

A fluorose dentaria € um disturbio estético especifico, que pode ser descrito
como uma condicdo cronica, onde o desenvolvimento do esmalte é alterado e o
esmalte resultante € hipomineralizado (Fejerskov et al., 1990). A fluorose do
esmalte € um disturbio do desenvolvimento estrutural irreversivel causado pela
ingestdo de niveis supra-6timos de fluor durante a primeira infancia durante a
amelogénese (denBesten & Li, 2011; Lyaruu et al., 2014), esse consumo excessivo
de fluoretos resulta nesse grave problema de saude publica (Revelo-Mejia et al.,
2020). A fluorose pode causar um impacto psicolégico significativo em um paciente,
podendo ser tdo prejudicial quanto uma cicatriz facial ou um defeito de nascencga
(Bharath et al., 2014).

Os defeitos do esmalte consistem em finas manchas/ linhas horizontais,
opacidades (porosidades de subsuperficie), descoloracbes e pogos de varios
tamanhos, no entanto, o0 mecanismo molecular subjacente a fluorose do esmalte
ainda é desconhecido. Formacéo do esmalte por ameloblastos corresponde a um
evento de 2 etapas. Primeiro, os ameloblastos secretores sintetizam e secretam
uma matriz rica em amelogeninas, em que sao formadas longas fitas de cristal fino.
Na fase de maturagdo, a maior parte da matriz € removida e os cristais se
expandem. Os ameloblastos de maturacdo tém fungdes de transporte de ions,
reabsorgao e degradacgao e se transformam ciclicamente em 1 de 2 tipos de células
morfologicamente distintas: terminadas em babados ou ameloblastos de
extremidade lisa. O pH do esmalte abaixo dessas células muda de ligeiramente
acido para neutro (denbesten & Li, 2011), por razdes desconhecidas, o estagio de
maturagao é sensivel ao fluor (Lyaruu et al., 2014). As alteragdes fluordticas no
esmalte sdo mais graves se os estagios de secregcao e maturagao forem expostos
ao fluor (Bronckers et al., 2009).

A fluorose esta associada ao excesso de liberacdo de prétons durante a

formagao de linhas hipermineralizadas na matriz mineralizante do esmalte. Essas
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linhas hipermineralizadas induzidas por fluor podem formar barreiras que impedem
a difusdo de proteinas, como a protease, e ions minerais nas camadas
subsuperficiais, retardando ou inibindo a biomineralizagao e causando retencao de
proteinas da matriz do esmalte (Lyaruu et al., 2014; Di Giovanni et al., 2018).
Consequentemente, a fluorose do esmalte refere-se ao mosqueado da superficie
do dente que é causada pela exposi¢ao ao fluor (Revelo-Mejia et al., 2020).

Opticamente, a fluorose dentaria é caracterizada por hipomineralizacdo do
esmalte dentario, visto como manchas e estrias brancas, opacas, difusas,
simétricas e descoloridas. As alteragdes variam de areas opacas brancas como giz,
resultantes da hipomineralizacdo da subsuperficie, a pogos e sulcos, e com maior
gravidade com maior coloragdo pds-erupgao, o esmalte nessa condigdo é mais
macio e quebra facilmente (Bronckers et al., 2009). Lesdes na superficie do
esmalte, como pitting (pogos), porosidade, e areas acastanhadas ocorrem
frequentemente nas formas mais severas de fluorose (Fejerskov et al., 1990).
Dependendo da quantidade de absorcao de fluor, duracdo da exposicao ao fluor e
estagio da amelogénese a gravidade dos sintomas varia e requer medidas
diferentes (Bertassoni et al., 2008), ja que ha um crescimento anormal dos cristais
de apatita, aumentando o teor de fluor e a porosidade, gerando como
consequéncias, as alteragdes oOpticas e fisicas da superficie dentaria (Di Giovanni
et al., 2018).

2.1.2. Prevaléncia da Fluorose

Concomitante ao declinio mundial da carie, a prevaléncia da fluorose do
esmalte aumentou nas ultimas duas décadas (Aoba & Fejerskov, 2002; Bharath et
al., 2014). Isso pode ser explicado pelo excesso de fluor ingerido proveniente de
medidas de prevencao de carie como pastas dentéarias, enxaguantes bucais, géis
Ou vernizes que sao incorporados ao esmalte durante o desenvolvimento dos
dentes. No entanto, além das fontes naturais, o fluor pode ser encontrado como um
subproduto contaminante derivado de varios processos industriais como queima de
carvao, semicondutores, galvanoplastia, vidro, aco, cerdmica e industrias de
fertilizantes (Guijian et al., 2007). O fluor também esta presente em alguns
alimentos e bebidas, especialmente chas e frutos do mar, em concentragdes

variadas (Zohoori et al., 2015) Isso, em excesso, sendo ingerido leva a uma
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formagdo perturbada do esmalte (Bronckers et al., 2009), pois o fluor reduz a
concentragao de ions calcio na matriz, interferindo indiretamente na atividade da
protease e retardando ou inibindo a degradacéo da proteina da matriz do esmalte
(Robinson et al., 2004). Observa-se um crescimento anormal de cristais de apatita,
que tem como consequéncias alteragdes oticas e fisicas da superficie do dente (Ng
F & Manton, 2007).

Embora a percepcgao estética da mancha de esmalte seja variavel entre os
individuos, isso pode ter efeitos psicossociais consideraveis em muitos pacientes e
afetar sua qualidade de vida (Bertassoni et al., 2008; Celik et al., 2013) Portanto,
esforcos consideraveis tém sido feitos na identificacdo de um meio eficaz para tratar
manchas fluoréticas que possam ser escolhidos de acordo com a gravidade da
lesdo (Khandelwal et al., 2013).

2.2.Desgaste Dentario Erosivo
2.2.1. Definigao e Fatores Etiologicos

Grande parte de clinicos e pesquisadores tém dado forte atencdo ao DDE
frente ao aumento continuo da prevaléncia e incidéncia (Jaeggi & Lussi, 2014;
Salas et al.,, 2015; Racki et al.,, 2019), determinando a necessidade de
compreensao da sua dindmica de desenvolvimento para que medidas preventivas
sejam satisfatoriamente estabelecidas (Schlueter et al., 2011; Carvalho et al., 2016,
Kanzow et al., 2016; Donovan et al., 2021).

O DDE é descrito como uma perda irreversivel de tecido dentario duro
causada por acidos nao-bacterianos de origem extrinseca ou intrinseca ou pela
associagao de ambos (Imfeld, 1996; Lussi et al, 2004; Margaritis et al, 2020;
Donovan et al, 2021. Os Conceitos atuais o descrevem como uma perda de
estrutura progressiva, (Shellis et al., 2011; Lussi & Carvalho, 2014; Carvalho et al.,
2016) que, no estagio inicial, ocorre apenas pelo amolecimento do esmalte e
consequente perda da sua integridade estrutural e resisténcia mecanica. Os efeitos
quimicos, dependendo do grau de acometimento sao passiveis de remineralizagao,
caso haja suspensao do acido, podendo até ser inibido (Lussi, 2014; Carvalho et
al., 2016; Donovan et al., 2021).

Clinicamente, o DDE apresenta uma perda da textura superficial,

morfologia e contorno, com auséncia de periquimacias. Assim sendo, se observam
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superficies dentarias lisas e brilhantes pois ha a dissolug¢ao dos cristais de esmalte
camada por camada; culminando em uma perda permanente de volume (Silva et
al.,, 2021), pode ainda resultar em estética prejudicada, estrutura dentaria
comprometida e até mesmo perda de qualidade de vida (Martignon et al., 2019).

E um fendmeno que dificilmente ocorre de forma isolada, mas sim de forma
sinérgica, sequencial e aditiva com outros tipos de desgastes dentéarios, como a
abraséao (Teixeira et al., 2017). Os sinais tipicos de DDE nas superficies oclusais
sdo a escavacao das cuspides e o achatamento das estruturas oclusais. Em
estagios avangados, toda a morfologia oclusal pode desaparecer e superficies
cbncavas podem se desenvolver, condigdo denominada “cupping”. As restauragdes
podem ficar salientes em relagao a superficie dentaria adjacente. Sinais tipicos de
DDE em superficies lisas sdo o achatamento da superficie e uma borda intacta ao
longo da margem gengival. Podem ocorrer concavidades, normalmente mais largas
do que profundas, essas lesdes ocorrem em dentes permanentes e deciduos e
podem se estender para a dentina. As lesdes podem ser localizadas (em dentes
unitarios), generalizadas ou assimétricas, dependendo da etiologia (Carvalho et al.,
2016). As caracteristicas patognoménicas primarias sao concavidades rasas em
superficies lisas que ocorrem coronalmente a partir da jungdo esmalte-cemento
(Ganss & Lussi, 2014), podendo haver também escavagao e ranhuras em oclusal
(Wohlrab et al., 2019). As lesdes se apresentam com uma aparéncia lisa e fundida
de esmalte e dentina (Ranjitar et al., 2017).

O DDE pode ainda ser definido como a dissolucdo do dente por acidos
quando a fase aquosa circundante é subsaturada em relagao ao mineral do dente
(Larsen, 1990). Os sinais clinicos de progressao sao hipersensibilidade dentinaria
e aparéncia opaca e gélida, bem como auséncia de coloragéo da lesédo (Carvalho
et al., 2016).

O DDE se processa quando ocorre queda no pH do meio bucal, mas nao
existe um valor fixo de pH critico para que isso acontegca, assim como é
estabelecido para a cérie (pH entre 5,5 e 5,7). O valor do pH critico depende da
solubilidade do sélido em questao e da concentracdo dos minerais relevantes que
constituem a solugao erosiva. No caso do tecido mineral, os constituintes de
interesse sao o calcio, o fosfato e em menor extenséo o fluoreto. Esses minerais

determinam o grau de saturacéo da solugao, considerada a forga motriz tanto para
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a dissolugao, quanto para a precipitacdo mineral (Lussi et al., 2011; Lussi et al.,
2012; Silva et al., 2021).

A microdureza da superficie remanescente é reduzida, aumentando a
susceptibilidade ao desgaste fisico e o desgaste erosivo dos dentes podendo levar
a formacéo de dentina reacionaria ou reparadora (Ganss et al., 2014).

Essa condicao tem sido muitas vezes descrita unicamente como sendo um
fendmeno superficial, ao contrario da carie dentaria, identificada por seus efeitos
destrutivos envolvendo tanto a superficie como a regido subsuperficial. Contudo,
conforme salientaram Lussi & Carvalho (2014), o DDE também causa a dissolu¢ao
do mineral dentro da camada amolecida, abaixo da superficie, nao sendo,
portanto, um fendémeno exclusivamente superficial. Desse modo, o termo
“‘desmineralizagdo préxima a superficie” tem sido sugerido para designar a
desmineralizacdo ocorrida em lesdes de DDE, diferenciando-a do processo que

ocorre em lesdes de carie (Shellis et al., 2013).

2.2.2. Prevaléncia e fatores de risco associados ao Desgaste Dentario

Erosivo

Quanto a prevaléncia da condi¢cao do DDE, costuma-se dizer que € uma
condigdo comum na populacéo geral de paises desenvolvidos e esta se tornando
cada vez mais prevalente. Had uma grande dificuldade em se comparar os varios
estudos e estimar a prevaléncia, devido as variacbes dos indices, tamanhos da
amostra e desenhos gerais de estudo. Schlueter & Luka (2018) tiveram uma
prevaléncia média em dentes deciduos entre 30% e 50% e em dentes permanentes
foi entre 20% e 45%. Parece haver uma diferengca de género, onde ha uma
tendéncia para mais homens do que mulheres e um aumento na prevaléncia com
0 avango da idade.

Os grupos de risco que apresentaram um impacto claro na prevaléncia do
DDE foram os pacientes com doenga do refluxo gastroesofagico e os pacientes
com disturbios alimentares associados a vomitos (Schlueter & Luka, 2018). Em
pessoas que consomem alimentos e bebidas acidas, um risco maior pode ser
encontrado para alguns itens alimentares especificos. No entanto, faltam estudos
epidemioldgicos controlados, dificultando a generalizagdo. Ha uma clara

necessidade de estudos bem desenhados sobre esta questdo. O DDE é uma
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condigao multifatorial, logo, para prevenir e controlar sua progresséao, é importante
detecta-la o mais precocemente possivel. O conhecimento abrangente dos
diferentes fatores de risco € um pré-requisito para iniciar medidas preventivas
adequadas (nao interventivas) e, se necessario, terapéuticas (interventivas) (Lussi
& Jaeggi, 2008).

Acredita-se que as mudancas no estilo de vida, nos padrdes alimentares e
de higiene, estudadas nos ultimos anos, aumentam o numero de pacientes
diagnosticados com defeitos de tecidos dentérios duros ndo cariosos, incluindo o
DDE. O consumo de alimentos e bebidas acidas tem aumentado
consideravelmente, tanto em quantidade, quanto em frequéncia. Além dos habitos
de higiene dentaria e do nivel socioecondmico, a dieta é o fator de risco da doenca
mais frequentemente estudado (Rusyan et al., 2022).

Ha ainda o DDE ocupacional onde o desgaste € encontrado em
trabalhadores de industrias manufatureiras que ha muito usam ou produzem
acidos, como acido sulfurico, acido nitrico e o acido cloridrico, também é
encontrado em trabalhadores empregados em fabricas que produzem corantes e

pélvora, metalizagdo, baterias de armazenamento e fertilizantes (Sato et al., 2021).

2.2.3. Prevencéo e controle do Desgaste Dentario Erosivo

Diante do entendimento de que o DDE tem etiologia multifatorial, o
desenvolvimento de abordagens preventivas para evitar a dissolugdo do tecido
dentario tem se tornado cada vez mais importante. A avaliagdo dessa progressao
€ necessaria, pois determina se as medidas preventivas ou as intervencdes
implementadas serao bem-sucedidas, e pode ajudar na tomada de decisdo sobre
quando e como restaurar dentes desgastados (Carvalho et al.,2016; Donovan et
al., 2021). Tais medidas preventivas devem ser iniciadas o mais precocemente
possivel e precisam incluir, além da reducao dos desafios erosivos, condicao que
depende da mudanga de habitos do individuo, estratégias para potencializar os
fatores protetores naturais, de modo a permitir o equilibrio do ambiente bucal (Lussi
& Carvalho, 2014).

Dentre os fatores de protecao natural, a saliva é considerada o componente
biolégico com melhor potencial para modificar a progressdo do DDE (Hara et al.,

2006; Buzalaf et al., 2014; Carvalho et al., 2016). O mecanismo de protecao salivar
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inclui a agao de limpeza, capacidade tampao (Donovan et al., 2021) e formagéao da
pelicula salivar adquirida (Carvalho et al.,2016; Donovan et al., 2021). Esta pelicula
atua como uma barreira de difusdo natural (Buzalaf et al., 2012) e como
consequéncia da atuacao ha uma diminuicdo na taxa de difusdo de ions calcio e
fosfato ao redor da fase fluida do esmalte dentario, apds a exposicdo a condi¢des
acidas, protegendo assim contra a desmineralizagdo do tecido mineral duro,
(Buzalaf et al., 2012).

A saliva protege contra o DDE de varias maneiras: dilui as substancias
acidas e as remove da boca, amortecendo e neutralizando os produtos acidos,
reduzindo assim os episodios erosivos. Finalmente, as proteinas salivares sdo a
fonte da pelicula salivar adquirida, que reduz o desgaste acido. Portanto, o fluxo
salivar reduzido € um fator de risco para o DDE. Esse fluxo pode ser reduzido, por:
altos niveis de exercicios, doenca sistémica (por exemplo, sindrome de Sjogren),
certos medicamentos (anti-hipertensivos, antidepressivos) (Carvalho et al., 2016).
Ademais, o nivel de bicarbonato na saliva é positivamente correlacionado com a
taxa de fluxo salivar, o que significa que a saliva produzida em alto fluxo apresenta
maior pH e maior capacidade de tamponamento (Moss, 1998).

O DDE é uma condigao multifatorial, logo, para prevenir e controlar sua
progressao, € importante detecta-lo o mais antecipadamente possivel. Alguns
fatores oclusais tém sido associados a progressdao do desgaste dentario,
individuos com diferentes mas oclusdes demonstraram diferentes padrdes de
desgaste dentario, entdo, a fungdo mastigatoria também tem sido associada ao
desgaste dentario (Gkantidis et al., 2021).

O conhecimento abrangente dos diferentes fatores de risco € um pré-
requisito para iniciar medidas preventivas adequadas (ndo interventivas) e, se
necessario, terapéuticas (interventivas) (Lussi & Jaeggi, 2008). A lesédo erosiva em
estagios iniciais normalmente n&o requer tratamento adicional se o agente
causador for eliminado ou a perda de substancia detida por medidas profilaticas.

As percepgdes dos pacientes odontologicos parecem ser incompativeis
com os impactos epidemiolégicos e clinicos do DDE. A falta de conscientizagao do
paciente é preocupante porque as percepcdes dos pacientes podem ndo apenas
direcionar a identificacdo de tais condicbes dentarias, mas também influenciar a
relevancia do DDE como uma questdo clinica a ser abordada por meio do

autocuidado e do cuidado profissional (Goldfarb et al., 2019; Rusyan et al., 2022).
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Em um estudo com adolescentes de 15 anos na Polbnia (Rusyan et al., 2022),
observou se que é necessaria uma melhor compreensao das interacdes entre os
fatores sociais, econdmicos e comportamentais que influenciariam no
desenvolvimento de ledes erosivas na perspectiva da implementagao das medidas
profilaticas e terapéuticas corretas. O principal problema foi o baixo nivel de
conhecimento dos adolescentes examinados, fato que poderia corresponder a uma
semelhante falta de conhecimento em seus pais e responsaveis que nao foram
abrangidos no estudo. O nivel de conhecimento dos adolescentes sobre a etiologia
do desgaste erosivo foi insatisfatorio e a maioria dos participantes desconheciam
os efeitos destrutivos dos acidos dietéticos (Rusyan et al., 2022).

Um programa preventivo e de controle proposto por Serra et al. (2009) que
foi citado no consenso europeu inclui: o tratamento da desordem ou doenca
gastrointestinal, caso esta seja a etiologia do DDE, através do encaminhamento
para 0 médico especialista (Amaechi & Higham, 2005; Carvalho et al.,2016);
reducdo dos desafios erosivos e aprimoramento das defesas salivares, dentre
outras formas conseguidas pelo uso de goma de mascar apos as refeicoes (Lussi
et al., 2009); neutralizagdo do acido, por exemplo através do bochecho de
bicarbonato de sodio apds os desafios (Amaechi & Higham, 2005); aumento do
potencial remineralizador, pelo uso do fluoreto (Carvalho et al., 2016).

Em Cariologia, a inibicdo da desmineralizagdo do esmalte com fluoretos
tem sido estudada em muitas combinacdes de condi¢gdes desmineralizadoras e
concentragbes de fluoretos (ten Cate & Duijsters, 1983). O fluoreto tem sido
reconhecido por aumentar a remineralizacdo e reduzir a desmineralizacdo do
esmalte em meio acido, especialmente, em condi¢gbées cariogénicas (Duckworth,
1993; Lagerweij & ten Cate, 2002). Isso ocorre em fun¢do do efeito da difusdo dos
ions de fluor no interior do esmalte subsuperficial e de sua aderéncia na superficie
dos cristais de hidroxiapatita, além da presenca do fluoreto no fluido da placa, que
aumenta a supersaturacdo e acelera a remineralizacdo em pH acima de 4,5
(Buzalaf et al., 2012).

Uma vez que o fluoreto é capaz de reduzir a carie, a sua aplicacido para
evitar a perda erosiva de esmalte tem sido sugerida (Bartlett et al., 1994). Pesquisas
avaliaram a aplicacdo de diferentes tipos de fluoretos em condi¢des erosivas,
dentre eles, o fluoreto de amina (Wegehaupt et al., 2009), fluoreto de sédio (Ganss

et al., 2008), monofluorfosfato (Kato et al., 2010), tetrafluoreto de titanio (Wiegand
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et al., 2008; Wiegand et al., 2010; Vieira et al., 2011; Magalhaes et al., 2012) e
fluoreto estanhoso (Ganss et al., 2010; Huysmans et al., 2011).

O mecanismo de ag¢ao dos fluoretos no DDE parece decorrer da formagao
de uma barreira mecanica por meio da deposicao de fluoreto de calcio na superficie
dentaria (Magalhaes et al., 2008). A quantidade de fluoreto de calcio formado é
diretamente relacionada a sua concentragao, tempo de exposi¢cao e menor pH do
meio, sendo que a sua dissolugao em condi¢des erosivas,temporariamente protege
0 esmalte subjacente (Saxegaard & Rolla, 1988; Ganss et al., 2004).

Além da barreira mecanica, quando do uso de fluoretos de metais
polivalentes um revestimento acido resistente rico em metais precipita sobre a
superficie (Schlueter et al., 2009; Ganss et al. 2010). De acordo com Magalhaes et
al. (2008), na presenca de fluoreto suficiente no meio bucal havera a formagao de
hidroxiapatita fluoretada, tornando o esmalte menos soluvel aos préximos desafios
acidos. Contudo, caso a remineralizagao seja seguida de um novo desafio acido
severo, mesmo a hidroxiapatita fluoretada sendo mais resistente pode ser
solubilizada, resultando em DDE. Assim sendo, independentemente do mecanismo
de atuacdo, e em funcdo da curta duracdo da protecdo oferecida existe a
necessidade de aplicagéo frequente do agente preventivo e diferentes veiculos
podem ser utilizados para a aplicagdo. Para uso domiciliar, o uso de pastas e
enxaguatorios sdo os mais comuns, usualmente em concentragdées iguais ou
inferiores a 1500 ppm. Para uso profissional, solugdes, géis e vernizes podem ser
empregados, geralmente em altas concentracdes, acima de 1,25% (Huysmans et
al., 2014).

Nos ultimos anos, diferentes agentes tém sido discutidos como potenciais
alternativas ao uso do fluoreto para prevencao e controle do DDE. Estes recursos
baseiam-se em alternativas ao uso do ion fluoreto e incluem a deposi¢ao de
camadas de barreira protetora, seja pelo uso de selantes ou polimeros capazes de
depositar e proteger as superficies dos dentes contra o ataque acido erosivo. Além
disso, dados sugerem que certos inibidores de protease, particularmente quando
formulados como géis, podem ser valiosos na preservagao da matriz organica da
dentina, potencialmente reduzindo a progressao do desgaste erosivo, como 0 uso
de adesivos, selantes ou produtos que contenham polimeros que agem na

preservacao da matriz organica da dentina (Buzalaf et al., 2014).
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A maioria das abordagens preventivas, no entanto, baseiam-se em
substancias aplicadas sobre o tecido afetado, esmalte ou dentina (Wegehaupt et
al., 2011). Todavia, o DDE de origem extrinseca, € geralmente decorrente do
contato de uma bebida acida com o tecido dentario duro (Lussi et al., 2004), de
modo que a prevencao do DDE pela modificacdo de substancias erosivas,
principalmente bebidas acidas, pode ser uma medida viavel (Wegehaupt et al.,
2011). O DDE tem natureza progressiva e destrutiva, desenvolve-se de forma
silenciosa e assintomatica, sendo o individuo afetado comumente inconsciente e
desinformado. Além disso, seu estabelecimento precoce justifica a investigagao de
possiveis indicadores de risco em populagdes jovens (Racki et al., 2019), € um
problema significativo para um numero crescente de pacientes e é importante que
os profissionais de saude bucal sejam treinados para reconhecer os primeiros
sinais de DDE para que estratégias e protocolos eficazes possam ser
implementados para prevenir sua progressdao e reduzir a necessidade de
odontologia restauradora extensa (Donovan et al., 2021).

O DDE tornou-se um assunto relevante em odontologia, nutricdo e saude
publica. Os profissionais de odontologia e saude devem fornecer ativamente
informagdes educativas a respeito do desgaste aos individuos e comunidades e
motiva-los a se desvincular de comportamentos ndo saudaveis e ainda do consumo
de bebidas acidas. Sucessivas investigagbes sobre a complexidade dos
comportamentos de consumo de bebidas e o desenvolvimento de estratégias

eficazes para o consumo saudavel séo indicadas (Schmidt & Huang, 2022).

2.3.Desgaste Dentario Abrasivo

2.3.1. O papel da abrasao no desgaste dentario patoldgico

Muitos fatores contribuem para uma adequada higiene bucal, incluindo
aspectos relacionados as pastas dentarias. Estas funcionam como veiculos de
ingredientes ativos com fungbes terapéuticas, cosméticas e inativos como
detergentes, umectantes e aromatizantes (Lippert, 2013; Stookey, 2017).

Os componentes abrasivos sdo fundamentais para remover manchas da
superficie dentaria, também melhoram a eficiéncia da escovagao. Historicamente,

abrasivos na forma de po6 ou pasta dentaria tém sido usados para fins de limpeza

25



dentaria desde os tempos antigos. Os antigos egipcios esfregavam os dentes com
uma mistura de cinzas de cascos de boi, cascas de ovos queimadas e pedra-
pomes. Ja os gregos antigos usavam uma mistura de conchas queimadas, coral,
talco, sal e mel, enquanto antigos romanos usavam uma mistura de o0ssos
esmagados e conchas de ostras mais carvao em po e casca (Newbrun, 1996;
Stookey, 2017). Mais recentemente, no século 18, os relatérios indicavam que os
britdnicos incluiam aos abrasivos na forma de pd, o p6 de tijolo e a porcelana
triturada (Lippert, 2013).

Ao longo do tempo, a selegdo e incorporacdo de abrasivos em pastas
dentarias foram otimizadas, e atengao tem sido dada a alguns sistemas abrasivos
especificos. No entanto, apesar do consideravel contexto histérico, a grande
variedade de pastas dentarias disponiveis com diferentes propriedades abrasivas
exige um entendimento adequado de suas aplicagbes clinicas, bem como de

potenciais preocupacgdes de eficacia e seguranga (Hara & Turssi, 2017).

2.3.2. Abrasividade das Pastas Dentarias

Os abrasivos da pasta dentaria, do ponto de vista da seguranga, séo
frequentemente investigados pelos potenciais efeitos deletérios que causam
durante a escovacao. A pasta de dente ideal deve ter abrasividade suficiente para
remover as manchas da superficie adequadamente sem danificar o dente, além da
remocao do biofilme dentario (Hara & Turssi, 2017). Portanto, materiais
excessivamente abrasivos podem desgastar a superficie do dente, resultando em
desgaste dentério indesejavel. Muitos fatores definem o grau de abrasividade de
um determinado composto, incluindo seu nivel de hidratacdo; o tamanho, dureza,
forma e concentragcdo de suas particulas; fonte; pureza; e como tem sido tratado
fisica e quimicamente (Stookey, 2017).

Alguns fatores clinicos modulam o efeito desses abrasivos na superficie
do dente, como rigidez da escova, presséo e frequéncia de escovagéo (Wiegand &
Schlueter, 2014) e nivel de mineralizagdo do esmalte e da dentina. Alguns dos
abrasivos odontolégicos usados incluem silica hidratada, alumina hidratada,
carbonato de calcio, dihidrato de fosfato dicalcico, pirofosfato de calcio, metafosfato
de soédio, perlita, nanohidroxiapatita, pé6 de diamante e bicarbonato de sddio
(Lippert, 2013).
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2.3.3. Desgaste Dentéario Abrasivo

O desgaste pode ser definido como a perda progressiva de material devido
ao movimento relativo entre as superficies e as substancias em contato (d’Incal et
al., 2012). No desgaste dentario abrasivo (DDA), o material € removido ou
deslocado de uma superficie pela agao de particulas duras em movimento (d’Incal
etal., 2012). E ainda conhecido como o desgaste patolégico do tecido dentario duro
resultante de processos mecanicos anormais envolvendo objetos ou substancias
estranhas (Schlueter et al., 2020).

O DDA é de particular importancia porque pode resultar da escovagao dos
dentes. Pode ser oriundo das forgas de atrito causadas pelas particulas abrasivas
onde uma superficie desliza contra a outra. Esse deslizamento ocorre durante a
escovacgao, onde parte dessas particulas abrasivas ficam presas sob as pontas dos
filamentos da escova e arranham a superficie ao rolar e deslizar (Wiegand &
Schlueter, 2014).

Essencialmente, o grau de abrasividade de um determinado composto
depende de sua dureza, forma, tamanho e concentracdo de suas particulas
(Lippert, 2012). No entanto, a magnitude do DDA pode variar de acordo com os
aspectos comportamentais do movimento da escovagao, como a pressao ou forca,
duracao e frequéncia, assim como as caracteristicas da escova de dentes em
relacdo a rigidez das cerdas (macia, média, firme) e a geometria da ponta dos
filamentos (Hara & Turssi, 2017; Sabrah et al., 2018). Em um cenario de escovacgéo
vigorosa com aplicacdo de carga excessiva, em que as cerdas da escova
apresentem maior deflexao e, portanto, maior area de contato com a superficie do
dente, maiores serdo as chances de DDA (Turssi et al., 2019).

O aumento da carga do filamento da escova provavelmente aumenta a carga
transmitida as particulas presas entre as pontas do filamento e as superficies
dentarias. Resultados de simulagdes em laboratério (Sabrah et al.,, 2013)
mostraram que, dependendo da abrasividade da pasta dentaria, o DDA pode ser
mantido ou aumentado devido a duragao da escovacdo. Quando uma pasta de
dente pouco abrasiva é usada, o aumento da duracdo da escovacdo nao

desempenha um papel na perda de volume dos dentes. Em contrapartida, para
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pastas dentarias altamente abrasivas, o DDA aumenta exponencialmente com a
duragéo da escovacgao (Hara & Turssi, 2017).

Tendo em vista que a exposi¢cao a acidos extrinsecos ou intrinsecos pode
causar a dissolugdo de componentes inorganicos da estrutura dentaria, a depender
de fatores quimicos elativos ao agente potencialmente erosivo e fatores
comportamentais e bioldgicos do individuo, pode-se constatar o amolecimento das
camadas superficiais de esmalte e dentina (Lussi & Jaeggi, 2008). Quando este
processo € seguido por escovagao, pode ocorrer perda de superficie de forma
acelerada, especialmente se a pasta dentaria contiver componentes abrasivos
(Ganss et al.,, 2016), recomendado pois, postergar a escovagdo. Embora a
frequéncia de desafios acidos na dieta possa ser considerada um dos fatores de
risco mais importantes para defeitos de desgastes dentarios (Bartlett et al., 2011),
a interagao entre a erosao acida e a abrasao por escovacgao requer a utilizagao de
um modelo misto em que desafios erosivos sdo complementados com escovagao

para simular a interagdo entre os dois processos (Nassar & Hara, 2021).
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Determinar a susceptibilidade do esmalte dentario fluorético ao desgaste

dentario erosivo/ abrasivo em um estudo in vitro.

3.2.0bjetivos Especificos

1. Investigar o efeito da severidade da fluorose dentaria na erosédo e

abrasdo; e 2. Avaliar a influéncia do grau de abrasividade da escovacgado neste

processo.
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ABSTRACT

Dental hard tissue conditions can be of pre- or post-eruptive nature, such as enamel
fluorosis and erosive tooth wear (ETW), respectively. Dental enamel fluorosis is
caused by the chronic and excessive intake of fluoride during enamel development,
leading to increased fluoride concentration and increased porosity. Erosive dental
wear is the exposure of teeth to chemical insults with acid as the main cause, with
loss of the natural surface and morphology, the more the lesion progresses, the
more it is related to abrasive wear occurring concomitantly. This in vitro study tested
the hypothesis that fluorotic enamel presents different susceptibility to dental
erosion-abrasion. It consisted of a 3x3x2 factorial design, considering a) fluorosis
severity: sound (TFO) , moderate (TF1-2), severe (TF3-4); b) abrasive challenge:
low, medium, and high; and c) erosive challenge: yes, no. A total of 144 human
teeth were selected according to the three fluorosis severity levels (n=48), and
subdivided into six groups (n=8) generated by the association of the different erosive
and abrasive challenges. Enamel blocks (4x4mm) were prepared from each tooth
and their enamel without preparation surfaces subjected to an erosion-abrasion
cycling model using 1% citric acid with a pH around 2,4. After cycling, the depth of
the lesions in enamel was assessed for comparison with initial measurements made
by profilometry. ANOVA showed that the three-way and two-way interactions among
the factors were not significant (p>0.20). Enamel fluorosis level (p=0.638) and
abrasion level (p=0.390) had no significant effect on lesion depth. Acid exposure
caused significantly more enamel surface loss than water (p<0.001). In this model
of in vitro study, fluorosis did not affect the susceptibility of enamel to dental erosion-

abrasion.

DESCRIPTORS

Dental Fluorosis, Dental Erosion, Dental Abrasion, Dental Enamel, Tooth Wear
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INTRODUCTION

Erosive tooth wear (ETW) is a multifactorial condition that has received increasing
attention in recent decades ' and affects different age groups 2. ETW develops as a
consequence of excessive exposure of dental surfaces to intrinsic or extrinsic acids
that are not from bacteria origin. Intrinsic ETW can be associated to anorexia
nervosa, bulimia nervosa, and conditions with frequent regurgitation of gastric acids,
while extrinsic ETW relates mainly to specific diets 23, environmental conditions,
medications and changes in lifestyle and nutritional habits. The exposure to acids
causes the enamel surfaces to soften and become more susceptible to abrasive
wear, leading to progressive loss of dental hard tissue 4. Previously published
systematic reviews %% have reported higher levels of ETW and the predicted
percentage of adults presenting with severe tooth wear increased from 3% at the
age of 20 years to 17% at the age of 70 years. Increasing levels of tooth wear were

significantly associated with age’.

It is known that excessive exposure to fluoride during the enamel formation period
can lead to enamel fluorosis. Studies have shown that enamel with fluorosis are
hypomineralized and exhibit higher fluoride content’-°. Fluorotic enamel is more
porous, which lowers its resistance to mechanical wear; but also rich in fluoride,
which could potentially increase its resistance to demineralization '°. Fluoride
compounds can reduce tooth dissolution and, in some cases, increase tooth
resistance to erosive acids ''. Although some in vitro studies have been conducted
to test whether higher fluoride content in enamel would protect it from
demineralization due to caries simulation, there are no studies reporting if fluorotic

enamel would present different susceptibility against dental erosion-abrasion.

This in vitro study tested the hypothesis that despite its fluoride content, fluorotic
enamel of different severities is more susceptible to the development of dental

erosion-abrasion lesions, when compared to sound enamel.
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MATERIALS AND METHODS
Experimental Design

This was a quantitative, laboratory, transversal and experimental analytical study
with direct observation technique 2. It followed a 3x3x2 factorial design, using an
erosion-abrasion simulation model. The experimental factors were a) degree of
fluorosis severity, at 3 levels: sound (TF0), moderate (TF1-2), severe (TF3-4); b)
abrasive challenge, at 3 levels: low, medium, high; and c) erosive challenge at 2
levels: yes, no. The erosion-abrasion simulation was performed for 10 days. Human
enamel specimens were selected, prepared and randomly assigned to each of
abrasive-erosive levels stratified by fluorosis severity, generating the 18 groups
(n=8) from the three experimental factors. The response variable was natural

enamel surface loss, measured in micrometers using profilometry.
Teeth Selection

A total of 144 unidentified extracted permanent molars human teeth were collected,
including 48 sound (control) teeth and 96 teeth with different fluorosis severity levels.
They were examined using a stereomicroscope at 2x magnification. Those with the
presence of a visual caries lesion, restorations, enamel fissures / cracks, enamel
fractures were excluded. The teeth were carefully cleaned using a periodontal
curette to remove soft tissue. Enamel fluorosis was visually assessed by the
Thylstrup-Fejerskov Index (TFI) by a previously trained and calibrated examiner
(CAMS).

Specimen Preparation

Enamel blocks (4x4x2 mm) were cut using a microtome (Isomet Low Speed Saw,
Buehler). The specimens were embedded in acrylic resin (VariDur® Power and
Liquid, High Performance Mounting System, manufactured by Buehler) to facilitate
handling and positioning in the automatic brush machine for the study. A central
area (2x4 mm) on the enamel surface of the specimens, was exposed to the
experimental treatments. The sides of this area were partially protected with nail
polish (Avon True Color Pro + Nail Enamel). After the specimens were prepared,
they were assigned to the experimental groups using balanced randomization

according to TFI scores.
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Erosion-Abrasion and Abrasion Cycling

Specimens in groups assigned to the erosion-abrasion cycling model were fully
immersed in a 1% citric acid solution (pH ~2.4) for 5 min, without agitation. Then,
the specimens were immersed in artificial saliva for 60 min, under gentle agitation,
and at room temperature 3. The specimens were positioned in an automated
custom-made toothbrushing machine ''* and brushed with the respective abrasive
slurries for 15 s (45 back-and-forth movements) using medium stiffness
toothbrushes (Soft Oral-B 40, Procter & Gamble, Cincinnati, Ohio, USA) and a load
of 150 g. After brushing, the specimens were rinsed with deionized water for 10s
and were stored in artificial saliva in a 150 rpm agitation during the night period?

(Figure 1).

The slurries were prepared by mixing different abrasives: higher (Zeodent 103/15%;
RDA [standard-deviation]: 208.0 [9.96]), medium (Zeodent 124/10%; RDA: 146.9
[9.96]) and lower (Zeodent 113/5%; RDA: 69.2 [9.96]; Zeodent, J.M. Huber, Etowah,
TN, USA) with 0.5% carboxymethycellulose solution.™

Profilometric Analysis

The depth of simulated lesions was analyzed by optical profilometry (Proscan 2000
profilometer, Scantron Industrial Products Ltd, Taunton Somerset TA2 8DE,
England), before and after simulations. Scannings were performed using the S65/10
(10 mm) sensor, with X = 0.03, 180 steps; Y = 0.03, 180 steps and analyzed using

dedicated software (Proscan 2000 software, V2.1.1.10, Scantron).
Statistical Analysis

Three-way ANOVA was used to evaluate the effects of fluorosis level (TFO, TF 1-2,
TF 3-4), erosion simulation (acid, water), and abrasion level (low, medium, high) on
height loss. Due to non-normality and heterogeneous variances, analyses used the
ranks of the data to satisfy ANOVA assumptions. A two-sided 5% (a=5%)
significance level was used for all tests. Analyses were performed using SAS
version 9.4 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA).
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RESULTS

The three-way and two-way interactions among the factors were not significant
(p>0.20, Table 1). Enamel fluorosis level (p=0.638) and abrasion level (p=0.390)
had no significant effect on height loss. Acid exposure had significantly more height
loss than water (p<0.001) (Table 2).

DISCUSSION

This in vitro study tested the hypothesis that fluorotic enamel with different degrees
of severity is more susceptible to the development of dental erosion-abrasion wear
compared to healthy enamel, the findings showed that under our experimental
conditions, fluorosis, regardless of severity level, does not impact enamel
susceptibility to dental erosive and abrasive challenges. This result is somewhat
surprising, since it has been reported that the intrinsic structure of fluorotic enamel
presents a higher level of porosity, when compared to sound enamel '®-'8_ In theory,
these structural differences should render enamel more susceptible to not only
demineralization but also toothbrushing abrasion, as simulated in this study. A
previous laboratory study has observed an increase in the susceptibility of fluorotic
enamel to caries-like lesions '°, partially supporting the proposed theory. In that
investigation, enamel with higher severity level of fluorosis (TF 3-4) was less
resistant to demineralization than sound enamel (TFO), even though the fluoride
concentration found in fluorotic enamel was significantly higher than that found in
sound enamel. The authors attributed the higher porosity of the enamel in TF 3-4
teeth as the reason for the increased demineralization, since the diffusion of the acid
into the enamel could be facilitated and the higher porosity results in a larger mineral
area to be dissolved by the acids °.

The contrast between the findings of the present study and those of the study of
Marin et al. (2016) can be explained by differences in the experimental methods
and underlying mechanisms (caries versus dental erosion). In the previous study, a
relatively milder acid (acetic acid, pH 4.3) was used. We suggested that this less
aggressive model allowed the differences between sound and fluorotic enamel to

be clearly highlighted. On the other hand, the present study considered a relatively
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more severe erosive challenge simulation with the use of citric acid (pH 2.4), which
may have been overly aggressive and not allowed the potential differences between
sound and fluorotic enamel loss to be detected. Citric acid was chosen as it is
commonly found in fruit juice drinks and most carbonated beverages and is
generally accepted as the standard acid in several models for the simulation of
dental erosion 132021 While caries lesion formation involves a slow diffusion of
dissolved minerals that combine with a liquid phase partially saturated with regard
to tooth mineral, frequently creating conditions for remineralization in response to
demineralization events 22, the transport of ions dissolved by demineralization is
much faster in dental erosion 23, so that mineral loss involves more intensively the
enamel subsurface in caries and is more concentrated at the enamel surface in
erosion. It has been shown that the higher contrast in fluoride content between
normal and fluorotic enamel is found at the enamel subsurface °, which would favor
a higher impact of fluorosis on caries (subsurface phenomenon) than in dental
erosion (surface phenomenon). This is consistent with the findings of the current

study.

The different abrasive level of toothpastes simulated in this study had no impact on
the enamel erosion-abrasion lesions development, although some non-significant
trends were observed for the higher abrasive toothpaste to cause more enamel loss
in both sound and mild fluorotic enamel substrates. Nevertheless, the lack of clear
impact of the toothpaste abrasivity was not expected, based on previous reports in
this area, using dental erosion-abrasion simulation models '4. Similarly, to what was
suggested for the impact of the acid challenge on fluorotic enamel, the abrasive
challenge may have been overshadowed by the dental erosive challenge not
allowing differences on the influence of the tested toothpastes to be found. When
dental erosion was not simulated, much lower values of enamel loss were observed
with no clear indication of the impact of the toothpaste abrasivity on the results,
regardless of the presence of fluorosis. Considering the relatively high variation
observed in the measurements, it is likely that these findings may be related to some
of the limitations of the simulation model, specifically with the use of natural surfaces
for the test simulation. The vast majority of laboratorial studies in the dental abrasion
and erosion area use flattened and polished dental surfaces, in order to minimize

the error caused by biological variation among specimens and to maximize the
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capability of the evaluation methods to identify differences between the
experimental factors. This experimental approach was not possible in this study, as
we aimed to study the natural fluorotic surfaces, which did not allow for any

processing of the enamel surfaces.

When interpreting the relevance of the findings of this study, it is also important to
consider the myriad of clinical factors that may directly or indirectly affect the dental
abrasive clinical wear caused by the toothbrushing procedure associated to a
toothpaste. Modulating factors such as behavior (toothbrushing frequency,
pressure, length, type of toothpaste, type of toothbrush), chemical (fluoride,
detergents, acid) and biological (dental substrate, saliva, and dental biofilm), as well
as any interaction among them should be considered %4. Therefore, there is a need
for further studies controlling these factors in an isolated and interacting manner.
Future studies in this area should also focus on reducing the experimental error,
with improvement of the experimental simulation and evaluation of dental erosion-
abrasion on natural enamel surfaces. Additionally, the use of a larger sample size

could increase the robustness of similar types of studies.

CONCLUSION

Within the limitations of this in vitro study, fluorotic enamel of different severities
does not show different susceptibility to dental erosion-abrasion. Further
investigations are warranted, focusing on the improvement of experimental
conditions and evaluation methods that could minimize the experimental errors

observed.
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FIGURE & TABLES

Figure 1. Daily sequence of erosion cycling and erosion-abrasion

Citric Artificial Brushing Artificial
Step 1 Acid 1% Saliva » Treatment » Saliva
(5 min) (30 min) (45 mov) (30 min)

Citric Artificial
Step 2 Acid 1% Saliv_a
(5 min) (60 min)

l

Repeat Repeat Step 2 Repeat Artificial
Step 1 » 2 times Step 1 » Sall\{a
Overnight

Table 1. ANOVA Table - Results of the analysis of variance for the study factors
and their interactions.

Effect Num DF Den DF F-Value p-value
Fluorosis level 2 124 0.45 0.638
Erosion 1 124 358.94 <.001
Fluorosis level * Erosion 2 124 1.54 0.219
Abrasion 2 124 0.95 0.390
Fluorosis level * Abrasion 4 124 0.68 0.607
Erosion *Abrasion 2 124 0.79 0.455
Fluorosis level * Erosion * Abrasion 4 124 0.40 0.811

41



Table 2. Descriptive statistics of experimental groups.

95% CI for Median Q1 Q3 IQR

Fluorosis Erosion Abrasion N Mean SD SE Mean Min Max
Sound Acid High 8 921 220 7.8 73.7 110.4 991 83.2 106.0 22.8 45.1 114.8
Medium 8 86.7 145 5.1 74.5 98.9 93.9 757 975 21.8 60.9 98.5

Low 8 859 142 5.0 74.0 97.9 875 79.0 97.7 18.7 58.0 101.2

Water High 8 12.3 49 1.7 8.2 16.4 11.4 8.4 15.4 7.0 7.6 20.6

Medium 8 13.2 6.4 2.3 7.8 18.5 11.4 8.2 18.0 9.8 6.0 24.0

Low 8 150 13.3 47 3.8 26.1 11.5 8.8 13.4 4.6 5.1 47 1

TF 1-2 Acid High 8 973 226 8.0 78.4 116.2 103.1 94.0 109.0 15.0 46.0 120.0
Medium 8 930 128 4.8 81.2 104.8 944 85.2 105.3 201 70.8 106.2

Low 7 773 231 8.2 58.0 96.6 759 574 996 421 477 105.0

Water High 8 11.4 6.5 2.3 6.0 16.8 9.5 6.9 14.6 7.7 4.8 24.2

Medium 8 15.0 5.1 1.8 10.7 19.3 147 11.6 19.6 8.0 6.8 21.6

Low 8 10.7 49 1.7 6.6 14.7 10.7 7.9 12.2 4.3 3.4 20.2

TF 3-4 Acid High 8 905 21.2 7.5 72.8 108.3 849 724 1071 347 695 126.0
Medium 8 866 419 158 47.8 125.3 824 513 1206 69.3 32.1 156.5

Low 7 930 378 134 61.4 124.6 943 78.2 98.2 20.1 33.1 169.2

Water High 8 17.4 7.5 2.7 11.1 23.7 194 13.1 214 8.2 4.2 27.3

Medium 8 18.0 12.0 4.2 7.9 28.0 13.3 10.1 240 13.9 6.8 42.3

Low 8 218 296 105 -2.9 46.5 12.5 8.5 18.4 9.9 2.5 934
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5. DISCUSSAO

Este estudo in vitro testou a hipotese de que o esmalte fluorético com
diferentes graus de severidade seria mais susceptivel ao desenvolvimento de
desgaste de erosdo-abrasao dentaria, quando comparado ao esmalte sadio, os
resultados mostraram que, diante das condigbes experimentais empregadas, a
fluorose, independentemente do nivel de severidade, ndo afeta a susceptibilidade
do esmalte aos desafios dentarios erosivos e abrasivos. Este resultado é um tanto
surpreendente, uma vez que foi relatado que a estrutura intrinseca do esmalte
fluordtico apresenta um maior nivel de porosidade, quando comparado ao esmalte
sadio (lida & Kumar, 2009; Almeida et al., 2019; Neurath et al., 2019). Em teoria,
essas diferengas estruturais devem tornar o esmalte mais susceptivel ndo apenas
a desmineralizacdo, mas também a abrasao pela escovacéo, como simulado neste
estudo. Um estudo laboratorial anterior observou um aumento na susceptibilidade
do esmalte fluordtico a lesbes semelhantes a carie (Marin et al., 2016),
corroborando parcialmente a teoria proposta. Nessa investigagao, o esmalte com
maior grau de severidade de fluorose (TF3-4) foi menos resistente a
desmineralizagdo do que o esmalte sadio (TFQ), embora a concentragéo de fluor
encontrada no esmalte fluorético tenha sido significativamente maior do que a
encontrada no esmalte sadio. Os autores atribuiram a maior porosidade do esmalte
nos dentes TF 3-4 como o motivo do aumento da desmineralizagdo, uma vez que
a difusdo do acido no esmalte poderia ser facilitada e a maior porosidade resulta
em uma maior area mineral a ser dissolvida pelos acidos (Marin et al., 2016).

O contraste entre os achados do presente estudo e os do estudo de Marin
et al. (2016) pode ser explicado por diferengas nos métodos experimentais e nos
mecanismos subjacentes (carie x erosao). No estudo anterior, foi utilizado um acido
relativamente mais fraco (acido acético, pH 4,3). Sugerimos que este modelo
menos agressivo permitisse que as diferengas entre o esmalte sadio e o fluorético
fossem claramente destacadas. Por outro lado, o presente estudo considerou uma
simulacao de desafio erosivo relativamente mais forte com o uso de acido citrico
(pH 2,4), que pode ter sido excessivamente agressivo e nao ter permitido que as

diferencgas potenciais entre perda de esmalte higido e fluorético fossem detectadas.
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O acido citrico foi escolhido por ser comumente encontrado em sucos de frutas e
na maioria das bebidas carbonatadas e é geralmente aceito como acido padrao em
varios modelos para simulagdo de erosdo dentaria (Tahmassebi et al., 2006,
Scaramucci et al., 2013; Habashi et al., 2021).

Enquanto a formacéo de lesbées de carie envolve uma lenta difusdo de
minerais dissolvidos que se combinam com uma fase liquida parcialmente saturada
em relacdo ao mineral do dente, frequentemente criando condi¢cbes para
remineralizagcdo em resposta a eventos de desmineralizagdo (Anderson & Elliott,
1992), o transporte de ions dissolvidos pela desmineralizagdo é muito mais rapido
na erosao (Meyer-Lueckel et al., 2013).

A perda mineral entdo, envolve mais intensamente a subsuperficie do
esmalte na carie e € mais concentrada na superficie do esmalte na erosdo. Foi
demonstrado que o maior contraste no teor de fluor entre esmalte normal e
fluorético é encontrado na subsuperficie do esmalte (Martinez-Mier et al., 2016), o
que favoreceria um maior impacto da fluorose na carie (fenédmeno subsuperficial)
do que na eroséao (fendmeno de superficie). Isso estd de acordo com os achados
do presente estudo.

Os diferentes niveis abrasivos das pastas dentarias simulados neste
estudo nao tiveram impacto no desenvolvimento das lesdes de erosdo-abrasao do
esmalte, embora algumas tendéncias nao significativas tenham sido observadas
para a suspensao com abrasividade mais alta causar mais perda de esmalte para
substratos de esmalte sadio e com fluorose moderada. No entanto, a falta de
impacto claro da abrasividade da pasta dentaria ndo era esperada, com base em
relatérios anteriores nesta area, usando modelos de simulacido de erosao-abrasao
dentaria (Hara et al., 2009). A semelhanca do que foi sugerido para o impacto do
desafio acido no esmalte fluorético, o desafio abrasivo pode ter sido ofuscado pela
simulagao da erosao dentaria, ndo permitindo encontrar diferengas na influéncia
das pastas dentarias testadas. Quando o DDE néo foi simulado, foram observados
valores muito menores de perda de esmalte, sem indicagao clara do impacto da
abrasividade das pastas dentarias nos resultados, independentemente da presenca
de fluorose. Considerando a variagao relativamente alta observada nas medigdes,
€ provavel que esses achados possam estar relacionados a algumas das limitagdes

do modelo de simulagao, especificamente com o uso de superficies naturais curvas
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para a simulagao de teste. A grande maioria dos estudos laboratoriais na area de
abrasao e erosao dentaria utiliza superficies dentarias planificadas e polidas, a fim
de eliminar o erro causado pela variagao biolégica entre os espécimes e maximizar
a capacidade dos métodos de avaliagao em identificar diferencas entre os fatores
experimentais. Essa abordagem experimental nao foi possivel neste estudo, pois
nosso objetivo era estudar as superficies fluoréticas naturais, que ndo permitiam
nenhum processamento das superficies de esmalte.

Também é importante considerar a miriade de fatores clinicos que podem
afetar direta ou indiretamente o DDE causado pelo procedimento de escovacéao
com pasta dentaria. Fatores comportamentais (frequéncia de escovagao, pressao,
comprimento), quimicos (fluoreto, detergentes, acidos), mecanicos (abrasivos,
escova de dentes) e bioldgicos (substrato dentario, saliva e biofilme dentario), bem
como qualquer interacao entre eles (Gonzalez-Cabezas et al., 2013) devem ser
considerados, portanto, ha necessidade de mais estudos controlando esses fatores
de forma isolada e interativa. Futuros estudos nesta area devem focar na reducéo
do erro experimental, com aprimoramento da simulagao experimental e avaliagao
da erosao-abrasao dentaria em superficies de esmalte natural. Alternativamente, o
uso de um tamanho de amostra maior poderia aumentar a robustez de tipos

semelhantes de estudos.
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6. CONCLUSAO

Considerando as limitacdes deste estudo laboratorial, o esmalte fluorético
de diferentes graus de severidade n&o apresentou susceptibilidade diferente a
erosao-abrasdo dentaria, independente do nivel de abrasividade da escovacéao
dentaria. Outras investigagcbes sao necessarias, com foco na melhoria das
condicdes experimentais e métodos de avaliagao que possam minimizar os erros

experimentais observados.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Susceptibilidade do Esmalte Dental Fluorético ao Desafio Erosivo e Abrasivo
Pesquisador: CRISTIANE ARAUJO MAIA SILVA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 23704619.2.0000.5188

Instituicao Proponente: Centro De Ciéncias da Salde

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.715.791

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa de uma aluna de Pés-Graduagdo em Odontologia da UFPB, cuja
finalidade sera analisar se alteragdes no grau de mineralizagdo do esmalte podem influenciar sua
susceptibilidade ao processo de erosdo e abrasao, utilizando um modelo experimental laboratorial in vitro
em 212 dentes extraidos de humanos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Determinar como o esmalte dental fluorético se comporta em relagdo ao desenvolvimento de lesdes de
erosdo/abraséo.

Objetivos Secundarios:

A. Investigar o impacto da presenca e severidade frente a fluorose do esmalte em sua susceptibilidade a
erosdo e abrasdo.

B. Investigar o efeito protetor de fluoretos a erosdo e a abrasdo simuladas em esmalte fluorético de
diferentes severidades de fluorose.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Como se trata de um modelo laboratorial, "in vitro", a pesquisadora relata que néo havera riscos
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diretos, pois ndo ha participantes da pesquisa. Apenas dentes permanentes extraidos serdo utilizados
através de um banco de dentes da Universidade.

Beneficios:

Ao finalizar esse projeto, existira uma capacidade de ser criado um protocolo clinico, conhecendo o
comportamento de dentes fluoréticos frente a erosdo e abraséo.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto relevante e metodologia bem fundamentada, uma vez que a pesquisadora adequou a amostra de
acordo com o questionamento do CEP e ajustou todas as documentagdes necessarias.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentacdo obrigatéria atendem aos requisitos formais do CEP, uma vez que a
pesquisadora atendeu as recomendacdes do CEP.

Recomendagées:

N&o ha recomendacgdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Sou de parecer Favoravel a execucdo desse projeto de pesquisa, salvo melhor juizo.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba — CEP/CCS aprovou a execugdo do referido projeto de pesquisa. Outrossim, informo que a
autorizagdo para posterior publicagédo fica condicionada a submissdo do Relatério Final na Plataforma Brasil,

via Notificagdo, para fins de apreciagdo e aprovagéo por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/11/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1449864.pdf 23:08:59
Outros CARTARESPOSTAASPENDENCIASDO] 12/11/2019 | CRISTIANE ARAUJO| Aceito

CEP.docx 23:07:17 __[MAIA SILVA
Projeto Detalhado / |Projeto_Cristiane_CEP.docx 12/11/2019 | CRISTIANE ARAUJQO| Aceito
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Outros CARTAANUENCIABANCODEDENTES. | 12/11/2019 |CRISTIANE ARAUJO| Aceito

pdf 22:50:51 _[MAIA SILVA

TCLE / Termos de [ TermodeConsentimentoLivreeEsclarecid| 12/11/2019 | CRISTIANE ARAUJO| Aceito

Assentimento / o.pdf 22:48:32 |MAIA SILVA

Justificativa de

Auséncia

Outros CERTIDAODEHOMOLOGACAODOPR | 15/10/2019 | CRISTIANE ARAUJO| Aceito

OJETODECristiane.pdf 22:39:17 [MAIA SILVA

Outros CartadeAnuenciaCrisprofAndre.pdf 15/10/2019 | CRISTIANE ARAUJQO| Aceito
22:37:09 [MAIA SILVA

Outros CartaanuenciaCristianepdf.pdf 09/10/2019 [CRISTIANE ARAUJO| Aceito
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Cronograma CRONOGRAMA.docx 08/10/2019 |CRISTIANE ARAUJO| Aceito
14:00:55 | MAIA SILVA

Folha de Rosto FOLHADEROSTO.pdf 08/10/2019 | CRISTIANE ARAUJO| Aceito
13:55:51 | MAIA SILVA

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

JOAO PESSOA, 20 de Novembro de 2019

Assinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa

(Coordenador(a))
Endereco: UNIVERSITARIO S/N
Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br

Pagina 03 de 03

62



ANEXO B — Certiddo de Aprovacdo Do Comité de Etica (IUPUI)

IUPUVCLARIAN INSTITUTIONAL REVIEW BOARD (IRB) REVIEW
APPLICATION FOR RESEARCH NOT SUBJECT TO FDA OR COMMON RULE

DEFINITIONS OF HUMAN SUBJECTS RESEARCH Ml_b?

Please type only in the gray boxes. To mark a box as checked, double-click the box, select “checked”, and click "OK".

_ SECTION I: PERSONNEL INFORMATION EOR e R
Principal [nvestigator:_Domenick Zero, DDS Department:_Oral Health Research Iustitute
Building/Room No.:_OH Phone:_317-274-8822 E-Mail:_dzero@iypuiedu
Contact Information: Name: Sue Kelly, CCRC Address: OH 106
Phone: 274-3954 Fax: 2745425 E-Mail: sakelly@iupui.edu
If this is a Student Protocol, List Name of the Stud ; Phone:
Study Title: Collection of Human Teeth for In Vitro and In Situ Research Studies (03-D-158)
Sponsor/Funding Agency:_n/a § GrantSponsor No.:_/
Sp Pr | #/Gram #: N Period: From: Nov 2009 10 indefinite
Sponsor Type:  [JFederal  [JState [ industry [J Not-for-Profit [ Unfunded; [T Ily Funded
Grant Title (if different from project title):
| ; * SECTION I1: PROJECT TYPE - |

Refer to the Checklist for Determining Whether an Activity Requires Review by the IUPUL/Clarian IRB for additional
information.
[J Research Involving Data on Decedent PHI. Please indicate that the following criteria are satisfied:

The use is solely for rescarch on the identifiable health information of decedents.

The PHI sought is y for the pump. of the research; and

[J Upon request, the covered entity disclosing the data may require the investigator to provide docum ion of the death of the

individual(s) about whom inf¢ ion is being sough

[J Limited Data Set. The h uses or disc) PHI as a limited data set for research purposes.

This project type may only be selected if the following is true: Your data set excludes 16 specified identifiers that are listed in the
regulations, including: name, street add: telephone and fax bers, e-mail address, social security number, centificate/license
number, vehicle identifiers and serial numbers, URLs and IP addresses, and full face photos and other comparable images. The
limited data set could include the following identifiable information: admission, discharge, and service dates, date of death, age
(including age 90 and older), and five digit zip code.

Indicate from where the data will be obtained:

[C] The data will be provided from a covered entity (e.g. division, department, or practice plan) separate from that of the
investigator. NOTE: A data_use agreement must be established between the entity(ies) providing the data and the
investigator. Sec the Confidentiality and Privacy SOP for additional information.

[0 The data will be obtained from within the investigator's own covered entity (¢.g. his/her own data or that of the department).
No data use agreement is required.

D Other, please explain:

De-Identified Health Information. The rescarch involves the use or discl of de-identified health infe

This project type may only be selected if the following is true: The health information excludes all of the following: (1) Name:
(2) All geographic subdivisions smaller than a state, including street address, city, county, precinct, zip codes if the geographic
unit of combining all the same three initial digits contains more than 20,000 p ple: (3) All ek of dates (; pt year) for
dates directly related to an individual, including birth date, admission date, discharge date, date of death; and all ages over 89 and
all el of dates (including year) indicative of such age, except that such ages and elements may be aggregated in a single
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category of age 90 or older; (4) Teleph bers; (5) Fax bers; (6) Ek ic mail add: (7) Social security numbers;
(8) Medtalmudmubels:(9)wphbmhy~:a:(l0)mmul)&mﬁal:mcmmmben (12)
Vehicle identifiers and serial b h plate numbers; (13) Device identifiers and serial numbers; (14) Web
universal resource locators (URLs); (15) huw protocol (IP) address numbers; (16) Biometric identifiers, including finger and
voice prints; (17) Full face photographic images and any comparable images; and (18) Any other unique identifying number,
character, or code.

[J Coded Private Information or Biological Specimens. The rescarch involves only coded private information or specimens.

To qualify for this type of review, the private information or specimens cannot be linked to specific individuals by the
investigator(s) cither directly or indirectly through coding systems. To qualify, both of the following conditions must be met:
(X The private information or specimens were not collected specifically for this proposed h project through an interaction

or intervention with living individuals. muwmbmmhmmhvﬂvu human subjects
and requires a human subjects rescarch submission.

AND

(0 The investigator(s) cannot readily ascertain the identity of the individuals to whom the private information or specimens
pertain because: (mark which option(s) applies)
] the key to decipher the code will be destroyed before the research begins
[ the investigator(s) and the holder of the key will enter into an agr prohibiting the rel of the key 1o the
investigator(s) under any circumstances, until the individuals are deceased
B Other. Please explain__Human tecth are needed for in situ and in vitro studies. Dentists send tecth in

For additional information on research with coded private information or biological specimens, please refer to the OHRP
Guidance on Research Involving Coded Private Information or Biological Specimens (October 16, 2008) at:
http://www,hhs.goviohrp/humansubjecty/guidance/cdebiol.pdf.

L T »'A”;.::‘._..‘A\..".‘.:_v A i 0 m:,]| > T s A -2 1

1. Provide a brief description, in lay terms, of the purpose of the proposed project and the p dures to be used.
The purpose of this project is 10 collect human tecth from oral surgeons around the country for development into enamel
specimens for in situ and in vitro rescarch studics. Specimens are received in bulk from dental offices and placed into large vats
for sorting and development of specimens. No identificrs are provided from the oral surgeons collecting the teeth.

2. Provide a list of all data points that will be collected below or attach a data collection sheet.

Statement of Principal Investigator. By submitting this form, the Principal Investigator acknowledges that he/she has personally
reviewed this report and agrees with the above assessment.
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APENDICE -

APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar da pesquisa intitulada:
SUSCEPTIBILIDADE DO ESMALTE DENTARIO FLUOROTICO AO DESAFIO
EROSIVO E ABRASIVO, desenvolvida por CRISTIANE ARAUJO MAIA SILVA,
aluna regularmente matriculado no DOUTORADO DO PROGRAMA DE POS-
GRADUAGCAO EM ODONTOLOGIA do Centro de Ciéncias da Salde da
Universidade Federal da Paraiba, sob a orientacdo do professor ANDERSON
TAKEO HARA.

O objetivo da pesquisa é determinar como o esmalte dentario fluorético se
comporta em relagdo ao desenvolvimento de lesdes de erosdo/abrasao, através da
avaliacao da:

Investigagdo do impacto da presencga e severidade frente a fluorose do
esmalte em sua susceptibilidade a erosao e abrasao.

Investigagao do efeito protetor de fluoretos a eroséo e a abrasdo simuladas
em esmalte fluorético de diferentes severidades de fluorose.

Justifica-se o presente estudo por se tratar de uma pesquisa que pretende
testar se o maior teor de fluor protegeria o esmalte da desmineralizagao devido a
simulagao de carie, ndo ha um consenso sobre a resisténcia dos dentes fluoréticos
a erosao e a abrasao, evidenciando-se a necessidade de realizacio de tais estudos
in vitro e direcionando futuros projetos de pesquisa nesta area. A literatura sobre o
tema é escassa e pouco divulgada, fato que despertou real interesse em estuda-lo
e divulga-lo.

A participagdo do(a) sr. (a) na presente pesquisa através da DOAGAO
DO(S) ELEMENTO(S) DENTARIO(S) é de fundamental importancia, mas sera
voluntaria, ndo |he cabendo qualquer obrigagdo de fornecer e/ou colaborar com
esta doacio se nao concordar com isso, bem como, participando ou ndo, nenhum
valor lhe sera cobrado pela doagao, como também nao |he sera devido qualquer

valor.
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Ressalta-se que a indicagao de extragdo do(s) elementos(s) dentario(s)
que serao doados foi terapéutica e ndo apresenta nenhuma ligagédo com a presente
pesquisa.

Caso decida nao participar do estudo ou resolver a qualquer momento
desistir, nenhum prejuizo Ihe sera atribuido. Sendo importante o esclarecimento de
que os riscos da sua participacao sao inerentes a execug¢ao de uma exodontia, com
a possibilidade de eventual desconforto trans e/ou pds-operatério, edema e
hemorragia que serdo evitados ou amenizados através de manobras técnicas
adequadas durante o procedimento cirurgico e uso de farmacos. Em contrapartida,
os beneficios obtidos com este trabalho serdo importantissimos e traduzidos em
esclarecimentos para a populagao estudada.

Em todas as etapas da pesquisa serao fielmente obedecidos os Critérios
da Etica em Pesquisa com Seres Humanos, conforme Resolugéo n°. 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude, que disciplina as pesquisas envolvendo seres
humanos no Brasil.

Solicita-se, ainda, a sua autorizacdo para apresentar os resultados deste
estudo em eventos cientificos ou divulga-los em revistas cientificas, assegurando-
se que o seu home sera mantido no mais absoluto sigilo por ocasiao da publicagao
dos resultados.

Os pesquisadores estarao a sua disposicado para qualquer esclarecimento
que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Eu, ,

declaro que fui devidamente esclarecido (a) quanto aos objetivos, justificativa,

riscos e beneficios da pesquisa, e dou o0 meu consentimento para dela participar e
para a publicagao dos resultados, assim como o0 uso de minha imagem nos slides
destinados a apresentacido do trabalho final. Estou ciente de que receberei uma
copia deste documento, assinada por mim e pelo pesquisador responsavel, como
trata-se de um documento em trés paginas, as primeiras deverao ser rubricadas

tanto pelo pesquisador responsavel quanto por mim.

Joao Pessoa-PB, de de 2019.
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Cristiane Araujo Maia Silva
Pesquisador responsavel

Participante da Pesquisa

Obs.: Em caso do doador ser analfabeto € necessario a coleta da sua impressao

datiloscopica e assinatura de uma testemunha.

Testemunha

Participante da Pesquisa

Pesquisador Responsavel: Cristiane Araljo Maia Silva

Enderego do Pesquisador Responsavel: Rua Reinaldo Tavares de Melo, 25/1202 — Bairro Manaira — Jodo Pessoa-PB -
CEP: 58.038-300 - Fones: (83) 998105-6061 - E-mail: cristianeten@gmail.com

E-mail do Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Paraiba:
eticaccs@ccs.ufpb.br — fone: (83) 3216-7791 — Fax: (83) 3216-7791

Enderego: Cidade Universitaria — Campus | — Conj. Castelo Branco — CCS/UFPB — Jodo Pessoa-PB - CEP 58.051-900.
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APENDICE B — Percurso Metodoldgico

O percurso metodolégico nesse apéndice ira tratar dos detalhes que foram

realizados na metodologia do estudo.

Todo o estudo foi realizado em laboratério no Oral Health Research
Institute (OHRI) — Indianapolis — IN- EUA, em duas fases distintas, a primeira em
2019 quando o doutorado iniciou e a segunda em 2021 para finalizar a etapa do
experimento. Existiram etapas anteriores a fase laboratorial, com calendario de
vacinas a ser cumprido para poder iniciar o laboratério e treinamentos especiais
especificos, tanto em 2019, quanto em 2021.

A severidade da fluorose do esmalte nos dentes extraidos foi avaliada
visualmente pelo indice Thylstrup-Fejerskov (TFI) por 1 Gnico examinador(CAMS).
Antes da execucdo do estudo proposto, a calibragdo foi efetuada através de
sessdes de formagao que incluiram palestras e discussao utilizando fotografias de
casos clinicos. A palestra e discussao foram guiadas por fotografias dos diferentes
niveis de fluorose, com a duragao de 4 horas. Para além das imagens, foi realizada
uma avaliagdo de 30 modelos com dentes naturais, cada um deles constituido por
pelo menos 28 dentes que foram pontuados. A reprodutibilidade foi calculada
através de coeficientes Kappa intra e inter- examinador, com os devidos intervalos.

Os resultados da pontuacao do examinador foram comparados com os do
orientador padrao de ouro no referido indice, com um limiar estabelecido a priori
para um bom acordo entre os examinadores, em valores Kappa acima de 0,61, de

acordo com a tabela 3 descrita abaixo.
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Tabela 3 - Escala para a interpretagcdo do método estatistico Kappa.
VALOR DO TESTE DE CONCORDANCIA KAPPA
< 0,20 Pobres
0,21 a 0,40 Fraco
0,41 a 0,60 Moderado
0,61 a 0,80 Substancial
0,81 a 1,0 Quase perfeito
(Who, 2013)

Foi observado um bom acordo entre os examinadores para o indice TFlI,
com um valor Kappa aceitavel de 0.83.

Foi realizado um estudo piloto com 20 dentes, sendo 4 destes sadios e
ainda 16 dentes distribuidos de acordo com o grau de severidade da fluorose, para
que vissemos viabilidade no estudo e na metodologia, onde testamos o preparo
dos espécimes, treinamentos para o preparo das solucdes no Lamib — UFPB -
Brasil.

Na etapa de sele¢cdo dos dentes e em seguida preparo dos espécimes,
foram escolhidos todos os dentes molares, tantos os higidos que seriam do grupo
controle, quanto os dentes distribuidos agrupados na severidade da fluorose (1-2 e
3-4), conforme o estudo referéncia que foi utilizado, realizando a distribuicdo da
mesma forma (Marin et al., 2016). Na etapa de separagdo das raizes e
posteriormente divisdo da coroa do dente, foi utilizado um disco de ago acoplado a
motor (modelo Lapcraft Lil Trimmer), em seguida, ao obtivemos o bloco de esmalte
(espécime 4x4) com o uso de um microtomo modelo Isomet low speed, Buehler,
marcamos a face oclusal com caneta preta permanente em todos os espécimes
para que fossem alocados na mesma posi¢ao durante a insercéo na resina acrilica
e posteriormente na maquina de escovacgao. A superficie inferior do bloco de
esmalte, foi submetida a um corte e polimento até a altura de 2,5 mm com corte e
posterior regularizagao (Buehler), em politriz, sob constante arrefecimento a agua.

A etapa de insergéo na resina acrilica, utilizamos moldes de silicone, onde
preparavamos aproximadamente 10 espécimes por vez, apos a secagem e em

seguida, removiamos com cuidado cada espécime do molde e guardavamos
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umedecidos em agua, em depdsito com tampa, para iniciarmos o escaneamento
inicial pelo perfildmetro.

Na etapa que compreendeu o escaneamento no perfildmetro através de
perfilometria optica para analisar a profundidade do desgaste simulado, houve
necessidade de obtencao de parametros viaveis no tempo de varredura de cada
espécime, apos dois dias de tentativas, chegamos a esses parametros onde as
digitalizagdes foram realizadas utilizando o sensor S65/10 (10 mm), com X = 0,03,
180 passos; Y = 0,03, 180 passos e analisadas utilizando software dedicado
(Proscan 2000 software, V2.1.1.10, Scantron), chegando a 6 minutos por
escaneamento/espécime, utilizando o perfildmetro Proscan 2000 profilometer,
Scantron Industrial Products Ltd, Taunton Somerset TA2 8DE, Inglaterra, antes e
depois das simulagdes.

Para o calculo amostral, usamos dados dos dois grupos mais dispares em
termos de diferengas esperadas, conforme recomendado na literatura (Cohen,
1988). O célculo amostral foi realizado com base no estudo de Marin et al. (2016),
que estudou a diferenga na susceptibilidade do esmalte fluordtico de dentes
permanentes humanos ao desafio cariogénico in vitro e relatou uma magnitude de
efeito G de Hedge de 1,375 entre os grupos mais dispares (TF 0 e TF 3-4). Usando
um poder de 80%, nivel de significancia de 5% e direcionalidade unicaudal, foi
calculado um tamanho amostral de 8 amostras por grupo.

Durante a fase de exposicado da area teste as solucdes, foi deixado 1 mm
de cada lado do espécime 4x4, recoberto tanto pelo esmalte de unha na cor
vermelha, quanto colado com fita recobrindo o esmalte de unha para garantir que
nao se soltassem nem fossem removidos, tanto esmalte de unha quanto a fita,
durante o ataque erosivo do acido, ao ataque abrasivo pelas pastas e pela maquina
de escovacgao. A area teste ficou, portanto, com cerca de 2mm no centro do
espécime.

Durante o momento de escaneamento pelo perfilbmetro, todos os
espécimes foram numerados no mesmo lugar que anteriormente continha a
marcagao da face oclusal. E ao iniciar a ciclagem, os espécimes foram demarcados
também com caneta permanente nas cores das etiquetas que continham as pastas
abrasivas, verde para os espécimes que seriam colocados na pasta de baixa

abrasivade, azul para a média abrasividade e vermelho para a alta abrasividade.

71



No momento da ciclagem, os espécimes foram organizados em depdsitos
preparados com o mesmo volume das solugdes, etiquetados de acordo com a cor
especifica inserido em acido, agua (controle) e em saliva, totalizando que fossem
ciclados 6 (seis) vezes no acido ou agua e 3 (trés) vezes na maquina de escovagao.
Durante a passagem na maquina de escovagao, cada sessao durava cerca de 1
(uma) hora e meia, até que fossem escovados os 18 grupos com 08 amostras cada
um, separando-os pelas trés diferentes pastas e sendo higienizada a maquina, a
cada passagem de pasta para que ndo houvesse restos e detritos da pasta anterior.
O total de tempo da ciclagem diaria era de nove horas e mais uma hora para a
confeccéo das solugdes de uso diario.

No momento do preparo da saliva artificial (segue composi¢cado na Tabela
4), eram fabricados 5 litros de saliva segundo a composi¢ao seguida do proprio
OHRI e descrita na tabela abaixo. Essa saliva tinha validade de apenas 7 (sete)
dias, necessitando, pois, nova confecgdo durante os 10 dias de ciclagem. Ja o
preparo das pastas abrasivas (segue composicao na Tabela 5), seguiam o
discriminado na tabela que se segue, feitas diariamente durante os 10 dias e
discriminadas com etiquetas coloridas nas cores verde, azul e vermelha, denotando
as pastas, baixa, média e alta abrasividade, respectivamente. Durante a
escovacgao, eram colocados em cada frasco contendo a pasta abrasiva o0 mesmo
volume de 60 ml padronizados e marcados e antes de serem utilizadas nas trés
vezes durante ao dia, eram agitadas em agitador que acondicionava os 24 frascos
com as pastas diferentes de modo que nao permitisse que o conteudo abrasivo

decantasse ao fundo do frasco.

Tabela 4 - Composicao para preparo de saliva artificial.

Chemical Componente Concentration Amount
CaClz-2H.0 1.45mM 0.213g
KH2PO4 5.4mM 0.738¢
Gastrin Mucin 2.2g/L 2.29
KCL 1.114g/L 1.114g
NaCL 0.381g/L 0.381g
TRIS BUFFER - 129
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Tabela 5 - Composicao e abrasividade das pastas abrasivas

Carga . 0,5% DI-
Abrasivos Abragiva Quar(1t|)d ade CMC Agua RDA* Fabricantes
(%) 9 (@ (9
A. Zeodent 5 3 57 - 69.2 Huber
113 (Baixa) (2.6) Engineered
Materials, Havre
de Grace, MD,
USA
B. Zeodent 10 6 54 - 146.9 Huber
124 (3.5) Engineered
(Médio) Materials, Havre
de Grace, MD,
USA
C. Zeodent 15 9 51 - 208.0 Huber
103 (Alta) (9.4) Engineered
Materials, Havre
de Grace, MD,
USA
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