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Biomineralizacéo induzida por quitosana e materiais a base de colageno com flaor para
cobertura de dentina radicular submetida a erosao

Resumo: Os materiais organicos como a quitosana e o coldgeno podem ser uma opc¢ao
promissora para o tratamento da dentina com o objetivo de biomineralizagéo, associados ou ndo
ao fluor. O objetivo deste estudo foi avaliar novos materiais a base de colageno e quitosana,
associados ou ndo ao fluor, aplicados na dentina bovina desmineralizada e selecionar os de
melhor interacdo com o substrato (Estudo 1), bem como o efeito da sua aplicacdo na dentina
apos a erosdo dental simulada (Estudo 2). No estudo 1, dentes bovinos foram preparados e
tratados com trés tipos de colageno de origem bovina (colageno hidrolisado fibras, colageno
ndo-hidrolisado pd, colédgeno hidrolisado pd), uma quitosana em p6é e um composto de
suspensdo de quitosana e fluor gel. A morfologia dentinaria foi observada em microscépio
eletronico de varredura (MEV) e o contetdo inorgénico da dentina foi avaliado por micro
fluorescéncia de raios X por energia dispersiva (L-EDXRF). Uma maior cobertura para o
composto fllor/quitosana seguido do colageno hidrolisado foi observada. O colageno
hidrolisado apresentou distribuicdo mais homogénea de célcio e fésforo. A quitosana sem o
flhor tem particulas irregulares e heterogéneas e resultou em pouca interacdo com o substrato.
Os materiais com melhor interacdo com a dentina (Estudo 1) foram utilizados para tratamento
de superficie na dentina radicular de dentes bovinos (Estudo 2). No estudo 2, foi realizada uma
avaliacdo in vitro, com o objetivo de verificar a influéncia da quitosana ou colageno hidrolisado,
isoladamente ou em combinagdo com gel de fluoreto de fosfato acidulado (FFA), na
composicao e morfologia da dentina submetida a ciclos de erosdo. Amostras de dentina bovina
foram preparadas (n = 84) e tratadas com saliva artificial (AS, controle negativo), flior fosfato
acidulado em gel (F, controle positivo), suspensdo de quitosana (Chi), suspensao de colageno
hidrolisado (Col), composicdo de fltor/quitosana (F_Chi) e composi¢cdo de fluor/colageno
hidrolisado (F_Col). Ciclos erosivos (seis ciclos de imersdo em suco de laranja por 1 min,
seguidos de imersdo em AS por 1 h) foram realizados. Os materiais foram caracterizados quanto
a morfologia, composicdo e distribuicdo granulométrica. As técnicas de ui-EDXRF e MEV
avaliaram a composicdo quimica inorganica e morfologia da dentina, respectivamente. As
particulas do p6é de colageno hidrolisado apresentaram uma morfologia mais regular e
caracteristicas esféricas quando comparado com a quitosana. Devido a sua natureza organica, a
quitosana e o colageno hidrolisado apresentam apenas um padrdo amorfo nas andlises de
difracdo de raios x (DRX). A presenca de mais bandas organicas no espectro FTIR
provavelmente resultou em uma interacdo elevada com o conteudo de colageno da dentina
previamente desmineralizada. A suspensao do grupo Col apresentou uma afinidade melhor pela
superficie dentinaria do que no grupo Chi. Os grupos F_Col e F apresentaram uma reducao na
perda de célcio em 17% e 26%, respectivamente (p <0,001). Ambos 0s grupos ainda
apresentavam uma camada de cobertura de aglomerados na superficie da dentina apds os ciclos
erosivos. O grupo F_Col produziu um padrdo de cobertura semelhante ao do grupo controle
positivo com a deposi¢do de aglomerados de material a base de flior enriquecido com colageno.
O fluor apresentou um efeito sinérgico com o colageno hidrolisado na protecdo da dentina,
provavelmente devido & sua composicao de aminoacidos, solubilidade e interacdo quimica com
os ions F-, resultando na deposicao de aglomerados de material a base de flGor enriquecido com
coldgeno. As analises de MEV e P-EDXRF evidenciaram alteracfes morfoldgicas e na
composigdo inorgénica significantes para todos os materiais apos a erosdo simulada. Os
melhores resultados em relacdo a formacéo de camada protetora mais homogénea e de menor
desmineralizacdo foram obtidos no grupo de colageno hidrolisado com fluor seguido da
quitosana.

Palavras-chave: dentina, erosdo &cida, quitosana, microscopia eletronica de varredura,
microfluorescéncia de raios-x por energia dispersiva.



Biomineralization induced by chitosanand collagen/fluoride-based materials for eroded
root dentin coverage

Abstract: Organic materials such as chitosan and collagen may be a promising option for the
treatment of dentin with the objective of biomineralization, associated or not with fluoride. The
aim of this study was to evaluate new collagen and chitosan-based materials, incorporated or
not into fluoride gel solutions, applied to demineralized bovine dentin and to select those with
the best interaction with the substrate (Study 1), as well as the effect of their application on
dentin after simulated dental erosion (Study 2). In study 1, incisor bovine teeth were prepared
and treated with three types of bovine collagen (hydrolyzed collagen fibers, non-hydrolyzed
collagen powder, hydrolyzed collagen powder), a chitosan powder and a compound of chitosan
solution and fluoride in gel. The dentin morphology was analyzed by scanning electron
microscopy (SEM) and the dentin inorganic content by micro energy-dispersive X-ray
fluorescence spectrometry (U-EDXRF). A greater surface coverage for the chitosan-fluoride
followed by the hydrolyzed collagen was found. The hydrolyzed collagen showed a more
homogeneous distribution of calcium and phosphorus. Chitosan without fluorine has irregular
and heterogeneous particles and resulted in little interaction with the substrate. The materials
with better interaction with dentin (Study 1) were used for surface treatment on the root dentin
of bovine teeth (Study 2). In study 2, an assessment was performed to measure the influence of
chitosan or hydrolyzed collagen, alone or combined with acidulated phosphate fluoride (APF)
gel, on the composition and morphology of dentin after erosion. Bovine dentin samples were
prepared (n = 84) and treated with artificial saliva (AS, negative control), APF gel (F, positive
control), chitosan solution (Chi), hydrolyzed collagen solution (Col), fluoride/chitosan
composition (F_Chi), and fluoride/hydrolyzed collagen composition (F_Col). Erosive cycles
(six cycles of immersion in orange juice for 1 min, followed by immersion in AS for 1 h) were
performed. The materials were characterized by their morphology, composition, and particle
size distribution. Micro-energy dispersive X-ray fluorescence spectroscopy and scanning
electron were used to evaluate the dentin's inorganic chemical composition and morphology.
The hydrolyzed collagen powder particles showed a more regular morphology and spherical
characteristics when compared to chitosan. Due to their organic nature, chitosan and hydrolyzed
collagen show only an amorphous pattern in x-ray diffraction (XRD) analysis. The presence of
more organic bands in the FTIR spectrum probably resulted in a high interaction with the
collagen content of previously demineralized dentin. The suspension in the Col group showed
a better affinity for the dentin surface than Chi group. The F_Col and F groups had a reduction
in calcium loss by 17% and 26%, respectively (p<0.001). Both groups still had a layer of
agglomerate covering on the dentin surface after erosion cycles. Fluoride had a synergistic
effect with hydrolyzed collagen in protecting dentin, probably due to its amino acid
composition, solubility and chemical interaction with F- ions, resulting in the deposition of
clumps of fluoride-based material enriched with collagen. The F_Col group produced a
coverage pattern similar to the positive control group with the deposition of clumps of collagen-
enriched fluorine-based material. The SEM and p-EDXRF analyzes showed significant
morphological and inorganic composition changes for all materials after simulated erosion. The
best results in relation to the formation of a more homogeneous protective layer and less
demineralization were obtained in the group of collagen hydrolyzed with fluoride followed by
chitosan.

Keywords: dentin, acid erosion, chitosan, scanning electron microscopy, dispersive energy x-
ray micro fluorescence.
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1 INTRODUCAO

A remineralizacdo da dentina € um procedimento com relevancia clinica no tratamento
da carie, hipersensibilidade dentinaria e eroséo dentaria (DI FOGGIA et al., 2019). Entender
como 0s componentes presentes na dentina interagem com os biomateriais € importante para
selecionar e produzir compostos contendo materiais que exercam uma interagdo mais direta por
afinidade i6nica e quimica com os componentes da dentina. Na busca de materiais aplicados
com objetivos de prevencdo e de tratamento da erosdo dental, os tratamentos que promovem a
biomineralizacdo da dentina sdo foco de pesquisas com diferentes materiais e processos de
producdo e aplicacdo (GAJJERAMAN et al., 2007; NIU et al., 2014; CAO et al., 2015; DI
FOGGIA et al., 2019).

Essa busca por materiais que fornecam algum nivel de protecédo para a estrutura dental ou
com capacidade de remineralizacdo € evidenciada pelo crescente aumento na incidéncia da
erosao dental o que € um fendmeno global (JAEGGI; LUSSI, 2014; KITASAKO et al., 2021).
Devemos considerar que 0 processo erosivo ocorre de maneira diferente nos substratos de
esmalte e dentina as suas diferencas histopatologicas. No esmalte, a erosdo é mencionada como
uma desmineralizagdo superficial seguida de “amolecimento ou amaciamento” e perda de
substancia. Na dentina a eroséo inicia-se com uma perda mineral entre a dentina peritubular e
intertubular com a subsequente perda de dentina peritubular e alargamento da entrada dos
tubulos dentinarios (MEIRA, 2021). A erosdo da dentina é particularmente mais evidente em
adultos com exposicao radicular fisiolégica ou patoldgica, e a consequéncia clinica mais
relevante seria a hipersensibilidade dentindria e um aumento da estagnacdo do biofilme
(MEIRA, 2021).

Dentre as técnicas de protecdo ou remineralizacdo da estrutura dental podemos citar a
biomineralizacdo onde ocorre um processo em que macromoléculas organicas atuam como
modelos para a nucleacdo e crescimento de cristais minerais mediado por uma matriz organica
para formar materiais hibridos ordenados hierarquicamente, como 0ssos ou dentes (DI
FOGGIA et al., 2019).

A busca por materiais que tenham alguma afinidade pela dentina permite o
desenvolvimento de novos tratamentos de superficie que apresentem a capacidade de proteger
a dentina contra situagdes de perda mineral (desmineralizacdo), bem como tratar a dentina por
incorporagdo de ions ou particulas apGs processos erosivos (remineralizagdo). Algumas

estratégias biomiméticas foram desenvolvidas para reduzir a desmineralizacdo do colageno,
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inspiradas no comportamento da matriz proteica nos processos de biomineralizacdo
(GAJJERAMAN etal., 2007; TAY; PASHLEY, 2008; KIM et al., 2010; NIU et al., 2014; CAO
etal., 2015; DI FOGGIA et al., 2019).

Dentre as estratégias de biomineralizacdo podemos destacar o tratamento com quitosana
fosforilada (XU et al., 2011). A aplicacdo da quitosana como um agente para tratar a eroséo
dentéria apresentou resultados promissores onde o material demonstrou exercer um efeito
protetor significativo na estrutura dental (URURAHRY et al., 2017). A associacao de quitosana
com fluoreto também foi testada anteriormente na forma de um bioadesivo de microparticulas
de fluoreto de quitosana demonstrando propriedades positivas de mineralizagcdo da dentina
(KEEGAN et al., 2012).

Outro biomaterial de destaque e pouco estudado para aplicacdo em erosdo dental € o
colageno. O papel que o colageno desempenha durante o processo de biomineralizacdo também
avancou com o desenvolvimento de uma melhor compreensdo do sistema. Por muito tempo,
acreditou-se que o colageno servia apenas como uma matriz estrutural e era considerado inativo
na biomineralizacdo (YU; WEI, 2021). No final da década passada, foi descoberto que o
colageno desempenha um papel ativo no processo de mineralizacdo da apatita. Este fato foi
apoiado pela descoberta de uma regido carregada positivamente existente nas fibrilas de
coladgeno na interface das zonas de lacuna e sobreposicdo (NUDELMAN et al., 2010). Ao
analisar sistematicamente a sequéncia de aminoécidos primaria do col&geno tipo | humano, foi
revelado que o coldgeno é um biomacromolécula enriquecida com maultiplos aminoacidos
carregados (SILVER; LANDIS, 2011; YU; WEI, 2021).

Os materiais biomiméticos a base de colageno-hidroxiapatita sdo uma alternativa
promissora para acelerar a remineralizacéo da dentina para o reparo de defeitos dentais em um
estagio de condicdes patologicas (YU; WEI, 2021). No geral, a mineralizacdo biomimética do
colageno torna-se uma estratégia essencial para o desenvolvimento de materiais inspirados em
estruturas biologicas do proprio organismo com diversas aplicacdes odontoldgicas.

Tradicionalmente o uso de produtos fluoretados € o método mais utilizado na protecéo da
estrutura dental e na remineralizacdo apds processos erosivos. O flior tem como vantagem ser
um material acessivel e difundido, mas tem a desvantagem de ser um tratamento parcialmente
eficaz, pois necessita de vérias aplicacOes para obter protecdo significativa (GANSS, et al.,
2004)

Considerando as caracteristicas e a composi¢do do colageno, o papel que a matriz

orgénica desempenha na nucleagdo e no crescimento de particulas minerais e a alta porcéo
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orgénica da dentina, o colageno ou produtos contendo colageno podem ser fontes para uma
possivel mineralizacdo ou protecdo da dentina. Além disso, a incorporagdo de quitosana ou
colageno em produtos fluoretados também pode ser uma opcao para protecdo ou tratamento da
dentina. Diante desta motivacéo evidenciada pela literatura, este estudo avaliou a possibilidade
da aplicacdo de novos materiais & base de coldgeno e quitosana na dentina bovina

desmineralizada.



19

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar, in vitro, o efeito de novos materiais
a base de colageno e quitosana, associados ou ndo ao fluor, aplicados na dentina bovina

submetida a processos erosivos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Estudo experimental de avaliacdo e selecdo dos biomateriais

Caracterizar por microscopia eletronica de varredura (MEV) e micro fluorescéncia de
raios X por energia dispersiva (U-EDXRF) a cobertura de superficie na dentina radicular bovina
desmineralizada apo6s aplicacdo dos materiais colageno hidrolisado (fibras), coldgeno néo
hidrolisado (p6), colageno hidrolisado (pd), quitosana (po) e a combinacgdo de quitosana em po
com fluor fosfato acidulado em gel.

Selecionar os materiais com melhor cobertura de superficie na dentina radicular bovina

desmineralizada.

2.2.2 Estudo experimental de avaliacdo dos biomateriais apds eroséo dental

Caracterizar por MEV, difracédo de raios X (XRD), distribuicdo de tamanho de particula
e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), 0s materiais quitosana
e colageno hidrolisado.

Avaliar por MEV, as alteragdes morfologicas ocorridas na superficie da dentina
radicular tratada com compositos de quitosana, fluor e colageno apds a erosao.

Analisar por ui-EDXRF, 0s componentes inorganicos da dentina radicular tratada com

compositos de quitosana, fluor e colageno apds a erosao simulada.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A dentina desempenha um papel crucial na manutencdo da integridade estrutural dos
dentes. Como um biocomposito, ele atinge o equilibrio entre rigidez e tenacidade por meio de

uma interacdo entre as fragdes inorganicas e organicas (HASHMI; ZHANG; KISHEN, 2019).

3.1 Composicao da dentina e perda de estrutura dental

Uma camada espessa de dentina forma a maior parte do dente, sustentando o esmalte
altamente mineralizado que encapsula a coroa e o cemento (LEUNG et al., 2021). A porc¢éo
radicular do elemento dental é recoberta por uma fina camada de cemento. Esta estrutura, em
conjunto com as fibras do ligamento periodontal, proporcionam a fixacdo dos dentes ao alvéolo
0sseo. Internamente em sua porcao central da coroa e da raiz, os dentes contém as polpas
dentarias (GOLDBERG et al., 2011).

Tanto o esmalte como a dentina sdo compostos por uma fase mineral a base de cristais de
apatita e outra fase organica constituida principalmente de agua, proteinas e lipideos. Em ambos
a porcentagem volumétrica da fase mineral predomina, sendo que o esmalte com 85% de
cristais de apatita € uma estrutura muito mais mineralizada que a dentina com apenas 47%
(Garone Filho; Silva, 2008).

A dentina é uma estrutura complexa de um material biol6gico hidratado a qual possui
uma microestrutura distinta caracterizada por micro tabulos que a interligam com a polpa dental
(NAHORNY et al., 2017). Ela contém cerca de 50% do volume mineral sob a forma de uma
apatita carbonatada (ADDY, 2005), 30% de material orgéanico (a maior parte do material
organico é colageno do tipo I), e 20% do volume do fluido (ADDY, 2005; NAHORNY et al.,
2017).

Compondo a por¢do mineral da dentina, tem-se a hidroxiapatita, que consiste de minerais
de fosfato de célcio e responde pelo principal tipo de apatita encontrada nos tecidos dentais. Os
cristais de hidroxiapatita carbonatada com deficiéncia de calcio (50 x 10 nm) estdo dispostos
intrafibrilarmente e extrafibrilarmente em relacéo as fibrilas de colageno (Figura 1). O colageno
tipo | existe como uma estrutura fibrilar com as fibrilas orientadas em um plano perpendicular
ao dos tabulos dentinérios. (Figura 1) (HASHMI, 2019).
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Figura 1: Estrutura hierarquica da dentina. Os tabulos dentinarios com dentina peritubular mineralizada (PTD)
atuam como reforcos de fibra dentro da matriz de dentina intertubular (ITD) menos mineralizada. As fibrilas de
colageno mineralizadas se cruzam perpendicularmente com os tibulos dentindrios. Estrutura nanométrica da fibra
de colageno com moléculas de colageno escalonadas e hidroxiapatita depositada intrafibrilarmente (HAP).

Fibras coldgenas

Fibras colagenas

Mineralizadas ™ _l

Esmalte Tébulo 67 nm

Dentina g
7
77
//} / Placas de HAP
7
ITD NPT

Fonte: adaptado de Park; Schneider; Haak (2013) e Hashmi (2019).

Embora seja geralmente inacessivel ao ambiente oral, a dentina pode ficar exposta a
acidos na boca ap0s a perda do esmalte ou do cemento devido a atrito dentério, abrasao, erosao
ou apo6s fratura dentaria (LEUNG et al., 2021). O desgaste dentario é o resultado de trés
processos: abrasdo (desgaste produzido pela interacdo entre dentes e outros materiais), atricdo
(desgaste por contato dente-dente) e erosdo (dissolucdo de tecido duro por substancias acidas)
evidenciado por areas de dentina exposta (Figura 2: cor amarela, setas). Um processo adicional
(abfracdo) pode potencializar o desgaste por abraséo e / ou erosdo. As observacoes clinicas e
experimentais mostram que 0s mecanismos de desgaste individuais raramente agem sozinhos,
mas interagem entre si (SHELLIS; ADDY, 2014).

Considerando apenas a erosao dental, esta ocorre pela quando os tecidos dentais duros
sofrem a acdo de substancias quimicas acidas sem o envolvimento de bactérias, ocorrendo apos
a ingestdo de alimentos acidos como frutas, embutidos, bebidas, medicamentos (origem
extrinseca) ou ainda em processos patologicos onde ocorrem o contato do suco gastrico com 0s
dentes (origem intrinseca) (GANSS et al., 2011; GANSS; KLIMEK; SCHLUETER, 2014,
NAHORNY et al., 2017; HABASHI et al., 2021; KORNER et al., 2021; LEUNG et al., 2021).

O processo erosivo afeta tanto o esmalte quanto a dentina. Porém, a progressao € mais

rapida na dentina do que no esmalte devido a elevada por¢éo organica desta (DE SOUZA et al.,
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2021). A desmineralizacdo da dentina € uma perda gradual e irreversivel na estrutura
mineralizada dos dentes (LUSSI et al., 2011; SOARES et al., 2012).

Inicialmente, a perda de minerais em dentina ocorre quando hd a perda de dentina
peritubular, acarretando assim o aumento do numero e do diametro dos tubulos dentinarios
expostos e, finalmente, a desmineralizagdo da dentina intertubular com exposi¢do da matriz
organica (SCHLUTER et al., 2011) o que pode resultar em uma superficie rugosa e porosa
(URURAHY etal., 2017). O desenvolvimento de erosdao envolve um processo quimico, em que
a fase inorganica do dente é desmineralizada, reduzindo desse modo a dureza dos substratos
dos dentes (LUSSI et al., 2011).

A prevaléncia de erosdo dentdria vem aumentando em paises industrializados
(HAMMOUDI et al., 2019; DE SOUZA et al., 2021), especialmente em criancas e jovens com
excesso de peso (TSCHAMMLER et al., 2019), devido a alta ingestdo de bebidas energéticas
e isotdnicas por atletas e também de frutas citricas (O’'TOOLE et al., 2017), mas também pode
estar relacionado com uma melhora proporcionada por um exame clinico mais detalhado e
correto diagndstico por parte dos profissionais (KORNER et al., 2021).

O desgaste dentario erosivo ou desgaste dentario € comum com até 29% dos adultos
jovens apresentando alguns sinais da doenca. Na infancia had uma elevada prevaléncia da erosao
dental devido as caracteristicas fisico-quimicas, estruturais e morfolédgicas dos dentes deciduos.
Estes possuem uma fina camada de esmalte e dentina, esmalte mais poroso, menor grau de
mineralizacdo e, portanto, elevada solubilidade (CUNHA; OLIVEIRA, 2020). De fato, ja se
demonstrou que a progressao da erosdo em esmalte deciduo é 1,5 X maior que no substrato
permanente (ROCHA et al., 2011). Mas sdo as faixas etarias maiores que apresentam niveis
mais elevados de desgaste, a medida da passagem do tempo e o uso do elemento dental
impactam na forma dos dentes (BARTLETT; O'TOOLE, 2019). O desgaste dentario é uma
experiéncia comum e, para a maioria, um resultado quase universal do envelhecimento. Uma
proporcao relativamente pequena de adultos tem niveis graves, cerca de 2-4% para as idades
mais jovens, mas isso aumenta para cerca de 10% na velhice (BARTLETT; O'TOOLE, 2019).

As bebidas adogadas com acucar, limonadas e sucos de frutas apresentam um valor de
pH bastante baixo (REDDY et al., 2016) e elas podem ndo ser apenas um potencial fator de
risco para obesidade e carie, mas também para desgaste dentario erosivo. Embora a prevaléncia
geral de carie dentaria esteja diminuindo substancialmente nas Ultimas décadas, o desgaste
dentario erosivo tem ganhado importancia cada vez maior (JAEGGI; LUSSI, 2014,
TSCHAMMLER et al., 2019).
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Para prevenir a progressao da erosdo dentaria, deve ser realizado um diagndstico precoce
e os fatores causadores da erosdo devem ser identificados para que medidas de prote¢do possam
ser tomadas logo no inicio (LUSSI; JAGGI, 2008). No entanto, como os principais fatores
causadores da erosdo dependem dos habitos individuais, € dificil controla-los. Portanto,
estratégias de tratamento padrdo foram desenvolvidas para prevenir a erosao (SARIALIOGLU
GUNGOR; DONMEZ, 2021).

Figura 2: Morfologia dos dentes superiores e inferiores evidenciando a dentina exposta. A dentina exposta
apresenta cor amarelada (setas).

Fonte: www.google.com (adaptada pelo autor).

3.2 Tratamento da erosao dental

Dentre as estratégias de tratamento padrdo desenvolvidas para prevenir a erosdo, o

método tradicional e mais acessivel ¢é a utilizacdo de produtos fluoretados.

3.2.1 Flaor

N&o ha davida sobre a importancia do fllor para a prevencéo da carie dentéria, pois é a
primeira linha de defesa, juntamente com a educacdo, para prevenir o aparecimento de caries.
O fldor é o unico composto reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) dos EUA
para a prevencdo da cérie dentaria; no entanto, nem todos os produtos que contém fllor séo
reconhecidos pelo FDA para protecdo contra carie (CAREY, 2014).

O fldor é aplicado tradicionalmente nos dentes nas formas sistémica ou topica para
auxiliar na prevencdo da carie dentéria. O fluoreto topico é proveniente de fontes como agua
comunitaria, alimentos processados, bebidas, cremes dentais, enxaguatérios bucais, géis,
espumas e vernizes (CAREY, 2014). A incorporacdo do fldor a estrutura dental ndo é


http://www.google.com/
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considerada como uma impureza, pois ao contrario do que ocorre com 0s outros minerais, 0
fldor melhora as propriedades fisico-quimicas da estrutura dental, de tal forma que a fluorapatita
é a menos soltvel das apatitas (GARONE FILHO; SILVA, 2008). O pre-tratamento topico com
fldor pode ser usado na prevencdo de erosao, porém € apenas parcialmente eficaz e requer um
regime intensivo de fluoretacdo para obter protecdo significativa (GANSS et al., 2004; SOUZA
et al., 2020).

O papel do fluoreto na terapia da erosdo tem sido questionado ha muito tempo. No
entanto, pesquisas recentes produziram resultados positivos (HUYSMANS; YOUNG; GANSS,
2014; BOLIS; HARTLI; LENDENMANN, 2015; KORNER et al., 2021). A absorcao de fltor
pelo esmalte apds a aplicacdo de vernizes fluoretados foi comparada com a liberagdo de fltor
na saliva artificial. A hipotese era que a absorcdo de flior é maior para produtos que exibem
liberagdo mais rapida de flGor (BOLIS; HARTLI; LENDENMANN, 2015). A adicdo de sais
de polifosfato inorganicos a produtos fluoretados mostrou-se positiva no aumento de sua
eficécia contra a carie (CONCEICAO et al., 2015).

Os cremes dentais (dentifricios) s@o considerados veiculos eficazes e economicamente
viaveis para melhorar a resisténcia do esmalte e dentina, e a incorporacéo de agentes protetores
em dentifricios tornou-se cada vez mais comum (KATO et al., 2010). As formulagdes de
dentifricios foram modificadas para controlar a erosdo do esmalte e da dentina (GANSS;
SCHULZE; SCHLUETER, 2013). Os cremes dentais dessensibilizantes contendo célcio, sodio,
fosfato e silicato podem ser uma opc¢do para tratamento da hipersensibilidade dentinaria
associada com a erosdo dental (LOPES et al., 2021). Entretanto, € recomendado avaliar
corretamente os habitos do paciente com hipersensibilidade dentinaria decorrente de erosao
dental. Caso o paciente apresente alto risco de desgaste erosivo, a indicagdo do uso de um creme
dental anti-erosivo e dessensibilizante pode nao trazer beneficios adicionais se a dieta ndo for
reavaliada e controlada (LOPES et al., 2021).

Os estudos mais recentes avaliando o uso de produtos fluoretados na protecéo da dentina
frente a desmineralizacdo por erosdo mostram que novos compostos contendo ou nédo fluor
estdo sendo testados na busca de um produto mais eficaz (BEZERRA et al., 2019; AINOOSAH
et al., 2020).

Bezerra et al. (2019) avaliaram o efeito anti-erosivo de solugdes contendo fluoreto de
sodio (F), cloreto estanoso (Sn) e alguns polimeros formadores de filme (Gantrez, alginato de

propilenoglicol, poli vinilpirrolidona e carboximetilcelulose) sobre esmalte dentario e dentina.
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Foi observado que os polimeros exibiram um efeito anti-erosivo no esmalte e o alginato de
propilenoglicol aumentou a proteg&o do fluor.

Ainoosah et al. (2020) investigaram a capacidade do fluoreto de diamino de prata (FDP)
para prevenir o desgaste dentario erosivo no esmalte e dentina. Os autores compararam o FDP
(38%) com a &gua deionizada (controle negativo), fluoreto de potéssio (controle de fldor),
nitrato de prata (controle de prata) e verniz fluoretado (referéncia clinica) usando modelos de
ciclagem de erosdo e erosdo-abrasdo. Foi verificado que o fluoreto de diamino de prata foi
eficaz na reducdo da erosdo dentaria em ambos os substratos, mas erosdo-abrasao dental foi
reduzida apenas na dentina.

Apesar da efetividade comprovada do flor como agente de prevencdo da
desmineralizacdo da estrutura dental, hd uma crescente busca por novas opc6es de biomateriais

para a protecdo da estrutura dental, dentre eles a quitosana.

3.2.2 Quitosana

A quitosana pode ser definida como um copolimero de 2-amino-2-desoxi-Dglicopiranose
e 2-acetamida-2-desoxi-D-glicopiranose, de composi¢do varidvel em funcdo do grau residual
de acetilagdo, cujas unidades também sdo unidas por liga¢des glicosidicas -(1,4). Durante a
reacdo, os grupamentos acetamido (-NHCOCHz3) da quitina sdo transformados, em graus
variados, em grupos amino (-NH>), dando origem a quitosana (RODRIGUES et al., 2020). A

figura 3 ilustra esquematicamente a estrutura quimica da quitosana.

Figura 3: llustracdo representativa da estrutura quimica da quitosana.
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Fonte: Rodrigues et al. (2020).

A quitosana é um polissacarideo obtido por meio da desacetilacdo da quitina e tem atraido

muita atencdo como um biomaterial funcional promissor devido a sua disponibilidade,



26

biocompatibilidade, biodegradabilidade e ndo-toxicidade (RINAUDO, 2006; TIAN etal., 2012;
URURAHY et al., 2017). E um material hipoalergénico e bio-tolerado pois ela ndo estimula a
inflamac&o quando implantada (RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015; DE MASI et al., 2019).

E produzida a partir da quitina, um elemento estrutural encontrado no exoesqueleto de
crustaceos, como camardes, lagostas e caranguejos. No processo de producgéo, as conchas destes
crustaceos sdo primeiro removidas e depois moidas em pd, o qual é posteriormente processado
para produzir a quitosana (Figura 4). A quitosana também ocorre naturalmente em alguns
microrganismos, como fungos e leveduras (ILLUM et al., 2001).

Embora a quitosana seja estruturalmente semelhante a celulose, ela contém, além dos
grupos hidroxila, acetilamina ou grupos amino livres, que apresentam propriedades muito
diferentes daquelas da celulose (HWANG; SHIN, 2000). A quitosana exibe uma boa
mucoadesdo, e in vivo demonstrou ser retida na mucosa oral por véarias horas mesmo quando
utilizada na forma de um simples enxague aquoso (KEEGAN et al., 2012). Além disso, a
quitosana exibe uma atividade antibacteriana contra uma variedade de pat6genos orais agindo
por meio de uma ruptura da membrana celular (KEEGAN et al., 2012).

A quitosana possui boa interacdo com tecidos mineralizados como 0 0sso, pois possui
grupos funcionais de hidroxila, carboxila e aminas que auxiliam a ligacdo com particulas
bioldgicas que promovem por exemplo a regeneracdo éssea, permitindo sua funcionalizacdo
por misturar outros polimeros ou compostos para melhorar suas propriedades (MONARREZ-
CORDERO et al., 2021). Na estrutura dental, a quitosana é capaz de se aderir a superficie da
hidroxiapatita prevenindo o desgaste erosivo (LEE et al., 2012) e a perda de ions fosfato
(ARNAUD; DE BARROS NETO; DINIZ, 2010; BELTRAME, 2016). A quitosana aplicada
em dentina, tem a capacidade de produzir arranjos microfibrilares e assim estabilizar o colageno

dentinario, produzindo propriedades mecanicas melhoradas no substrato (DASH et al., 2011).

Figura 4: Quitosana processada em forma de po.

Fonte: google.com.br
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Considerando as propriedades bioativas da quitosana e os efeitos benéficos da aplicacdo
do flior como terapia de prevencdo da cérie e da erosdo dental, alguns estudos buscam avaliar
a associacdo da quitosana com o fldor.

A quitosana foi testada com sucesso como forma de aumentar a viscosidade, para
controlar a liberagdo do fllor, e para melhorar o efeito protetor dos dentifricios (com ou sem
fluor) contra o desgaste dentario erosivo (GANSS et al., 2012; KEEGAN et al., 2012; GANSS;
KLIMEK; SCHLUETER, 2014). O provavel mecanismo relatado foi de que a quitosana
aumenta a retencdo de sais de estanho e fltor na estrutura dentaria desmineralizada (PINI et al.,
2016).

Apresentou-se como um veiculo efetivo para liberar flior, aplicando-se em um
bioadesivo de quitosana com microparticulas de flGor, as quais mostraram liberacéo prolongada
de fluoreto (KEEGAN et al., 2012). Quando adicionada a cremes dentais, a quitosana possui
um efeito antierosivo sobre o esmalte (GANSS et al., 2012), o qual é aumentado quando
associado a ions flior (GANSS et al., 2011). Os efeitos desse creme dental na dentina sdo menos
significativos (GANSS; KLIMEK; SCHLUETER, 2014).

A modificacdo da molécula de quitosana atraves da adicdo de ions fésforo foi descrita
inicialmente em 1984 a fim de torna-la solivel em agua (NISHI et al., 1984; BELTRAME,
2016). Além da solubilidade em pH neutro, a quitosana fosforilada apresenta, como vantagem
a quitosana pura, uma maior capacidade de quelar ions célcio devido aos grupos fosfato
(YOKOGAWA et al., 1997; BELTRAME, 2016).

Em esmalte, a aplicacdo de nanoparticulas de quitosana fosforilada com fosfato de célcio
amorfo resultaram em uma remineralizacdo padrdo semelhante ao esmalte dental sadio e
diferente do padrédo de remineralizacdo produzido pelo flior (ZHANG et al., 2018). Na dentina,
a quitosana fosforilada foi capaz de modificar a dentina desmineralizada, favorecendo a
deposicdo de ions célcio e fosfato (XU et al., 2011). URURAHY et al. (2017), avaliaram o
efeito da quitosana, nas concentracOes de 2,5% e 5,0%, sobre a molhabilidade da dentina
erodida, seguido de uma avaliagcdo da morfologia superficial por MEV. Foi verificado que a
quitosana, independentemente da concentracdo usada, ndo influenciou a molhabilidade da
dentina erodida e que, pela analise por MEV, foram encontradas particulas de quitosana
depositadas na superficie e no interior dos tdbulos dentinarios. Também foi observado em
dentina, um efeito protetor in vitro da quitosana comparavel ao cloreto de estanho/fluoreto de
amina/fluoreto de sodio (SnClo/AmF/NaF) contra erosao dentinaria (SOUZA et al., 2020). Os
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autores demonstraram que a quitosana teve efeito de cobertura dos tabulos dentinarios sendo
aplicada logo ap0s a eroséo simulada em solucdo de acido citrico a 0,1% (SOUZA et al., 2020).

Um estudo clinico recente avaliou em 22 pacientes a influéncia do pré-tratamento com
solucdo de quitosana nanoparticulada a 2,5% na dentina erodida antes do tratamento dentario
restaurador (DE SOUZA et al., 2021). Os autores avaliaram os critérios de retencdo da
restauracdo, carie secundaria, adaptacdo marginal e sensibilidade e critérios fotogréficos (cor,
pigmentacdo marginal, e forma anatdmica) apos 7 dias e 1 ano da colocacéo de restauracoes de
resina nos dentes. Foi concluido que a aplicacdo de quitosana nanoparticulada na dentina
erodida ndo aumentou as falhas nas restauracdes de resina ap6s 1 ano e este material pode ser
usado como uma solucdo de pré-tratamento (DE SOUZA et al., 2021).

Beltrame et al. (2018) testaram o efeito anti-erosivo de solucdes experimentais contendo
quitosana fosforilada em dentina submetida a ciclos de tratamento de des-remineralizacéo e
descobriram por MEV que a solucdo experimental de AP-Chi (quitosana fosforilada alcalina
0,5%) apresentou um efeito favoravel na manutencao da integridade das fibrilas de coldgeno da
dentina quando imersa em acido citrico.

O tratamento da dentina com o controle positivo, cloreto de estanho/fluoreto de
amina/fluoreto de sddio (SnCl./AmF/NaF) resultou em uma superficie de colageno
mineralizado preservada. Esta manutencdo das fibras colagenas intactas € muito importante
para a prevencdo da erosdo na dentina. A preservacdo da integridade das fibrilas de colageno
pode fornecer maior resisténcia a desmineralizacdo por meio da saida de ions célcio e fosfato
(BELTRAME et al., 2018). Além deste aspecto, os autores concluiram que a preservacao da
arquitetura de coladgeno no grupo AP-Chi, em comparag¢do com 0s outros grupos de quitosana,
também pode ter oferecido uma melhor chance de remineralizacdo em momentos onde a
estrutura da dentina entra em contato com produtos que permitem a remineralizacao.

O efeito protetor de solugbes experimentais contendo quitosana em diferentes
viscosidades com ou sem tetrafluoreto de titanio/fluoreto de sddio (TiFs/NaF) foi testado
anteriormente na desmineralizacdo da dentina in vitro em compara¢do com uma solugéo
comercial de SnClo,/AmF/NaF (SOUZA et al., 2020). Os autores constataram que apenas a
quitosana foi capaz de reduzir significativamente a perda de dentina em relagdo ao controle
negativo (dgua deionizada), sendo semelhante ao controle positivo (SnClo2/AmF/NaF) (SOUZA
et al., 2020).
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3.2.3 Colageno

O colageno é uma proteina formada por cadeias dos aminoacidos como glicina, prolina,
lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina, que estdo organizadas de forma paralela. Séo
conhecidos cerca de 29 tipos diferentes de colageno, que se diferenciam na composicéo de
amino&cidos, nos arranjos, no didmetro e na localizacdo dos tecidos. Com uma estrutura
molecular simples, o colageno € insolivel em &gua em virtude da grande quantidade de
aminoéacidos hidrofébicos. Eles também se destacam por formar fibras insoltiveis com grande
forca elastica e com capacidade de hidratagdo (SILVA; PENNA, 2012; VAN GULICK et al.,
2019). A sequéncia de aminoécidos no colageno €, em geral, uma unidade tripeptidica, glicina-
X-prolina ou glicina-X-hidroxiprolina, onde o X pode ser qualquer um dos 20 aminoacidos-
padrdo (SILVA; PENNA, 2012; VAN GULICK et al.,, 2019). A figura 5 representa

esquematicamente uma cadeia de colageno.

Figura 5: llustracdo representativa da sequéncia 2 D de colageno tipo | com os principais componentes de

aminoacidos.
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Fonte: Adaptado de VVan Gulick et al. (2019).

O colageno pode oferecer uma vantagem adicional quando utilizado como matéria-prima
de um biomaterial, pois possui a capacidade de interagir favoravelmente com as células através
de dominios especificos de reconhecimento presentes na estrutura celular. O colageno, é
composto por trés cadeias polipeptidicas unidas por pontes de hidrogénio e enroladas uma em
torno da outra em um arranjo helicoidal, formando fibras. Estas hélices triplas apresentam,
como caracteristica relevante, uma elevada resisténcia a tragdo. O colageno é o principal
componente da matriz extracelular, sendo um substrato natural para as células, orientando e
estimulando a formacéo tecidual (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015).
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O colageno apresenta estrutura molecular relativamente simples e é insoltvel em &gua,
em virtude da grande concentracdo de amino&cidos hidrofébicos, quer no interior da proteina,
quer na superficie. O colageno pode ser obtido de diversas espécies animais (bovinos, suinos,
peixes, etc.) (SILVA; PENNA, 2012) e em sua forma bruta (fibras ou p6), pode ser submetido
areacdo de hidrolise, a qual leva a producéo da gelatina e do colageno hidrolisado (WALRAND
et al., 2008). A caracteristica mais importante do colageno hidrolisado € a sua composicao de
aminoéacidos, fornecendo um alto nivel de glicina e prolina, dois aminoacidos essenciais para a
estabilidade e a regeneracéo das cartilagens (SILVA; PENNA, 2012).

Como um polimero extraido naturalmente da matriz extracelular (MEC), os materiais a
base de colageno demonstram excelente biocompatibilidade e suporte para adesdo celular,
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo. Como resultado, eles tém sido amplamente utilizados
em muitas aplicacdes biomédicas, como entrega de medicamentos, engenharia de tecidos,
cicatrizacdo de feridas e cirurgia estética (LUTOLF; GILBERT; BLAU, 2009; YOO; HAN;
HAN, 2017; LIN et al., 2019; YU; WEI, 2021).

O principal componente organico do 0sso e da dentina é o colageno tipo | e este possui
uma estrutura complexa (YU; WEI, 2021). A composicdo da dentina difere do esmalte em
termos de sua por¢do de matriz organica e microestrutura e as fibrilas de colageno na dentina
servem como arcabouco para cristalitos minerais que reforcam a matriz, apoiando o esmalte
circundante (BERTASSONI et al., 2009).

O coléageno participa do processo de biomineralizacdo da dentina e este processo envolve
a interacdo de proteinas ndo colagenas, como fosfoproteinas e proteoglicanos, com as fibrilas
de colageno (DECHICHI et al., 2007). A mineralizacdo ocorre em locais espacialmente
independentes em todas as matrizes extracelulares organicas. As fibrilas de colageno podem
servir como centros de nucleacdo independente de minerais. Na nucleacdo heterogénea, as
proteinas ndo colagenas interagem com as fibrilas de colageno para controlar especificamente
onde os ions de calcio e fosfato serdo aprisionados, iniciando desta forma a mineralizagédo
(DECHICHI et al., 2007). A relacéo entre as fibrilas de colageno e a por¢do mineral do dente,
no inicio da mineralizagdo, mostra que os cristais de hidroxiapatita comecam a se formar em
regides de lacuna ou anexados as fibrilas de colageno. Assim, a fibrila de colageno fornece o
arcabouco no qual as proteinas da matriz extracelular podem interagir para iniciar a
mineralizacdo (DECHICHI et al., 2007). Desta forma, o uso de materiais que possam interagir
com o col&geno dentinario é relevante na busca de op¢des de tratamento ou protecdo frente a

erosao dental.
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O arcabougo estrutural da dentina, composto pela fragdo inorganica e organica em
conjunto, é crucial para manter a integridade mecénica dos dentes. ObservacOes clinicas
mostram varios graus de degradacédo do colageno da dentina, dependendo dos anos de funcéo
em que o dente se encontra (KISHEN et al., 2016).

Uma superficie de coldgeno exposta é um substrato desafiador para a nuclea¢do mineral
por causa de sua polaridade e carga superficial fracas. Uma ultraestrutura alterada da dentina
afeta as propriedades fisico-quimicas com a resultante molhabilidade da superficie dentinaria
comprometida (HASHMI; ZHANG; KISHEN, 2019). E importante ressaltar que as
propriedades mecanicas do colageno em macroescala sdo altamente dependentes do contetido
mineral e fase, bem como no arranjo de fibrilas de coldgeno em nanoescala (ZHENG et al.,
2019).

O colageno exposto da matriz dentindria decorrente de alguma patologia ou
procedimentos iatrogénicos é suscetivel a degradacdo. As proteases originadas de bactérias, e
as metaloproteinases de matriz (MMPs) derivada do hospedeiro ou da saliva sdo conhecidas
por degradar o coladgeno dentinario com o tempo (KISHEN et al., 2016).

O processo de erosao quimica da estrutura dental também interfere na integridade da
matriz de colageno da dentina. O pH da solucdo erosiva aumenta a taxa de progressao da erosdo
e sua severidade e é o principal preditor das propriedades de desmineralizacao erosiva de uma
solucdo (DE SIQUEIRA et al., 2020). Além disso, a medida que a erosao continua a progredir,
mais fibrilas de colageno ficam expostas na camada superficial. Esta alteracdo no substrato gera
problemas posteriores como uma dificuldade na infiltracdo adequada dos monémeros da resina
na dentina subjacente, comprometendo a qualidade da ades&o da restauracdo (DE SIQUEIRA
et al., 2020).

O colageno tipo | da dentina desempenha uma serie de fungdes estruturais como suporte
para mineralizacdo e viscoelasticidade por formar um biomaterial rigido, forte e que preencha
0S espacos entre os cristais mineralizados (CASTELLAN et al., 2010). As ligagdes cruzadas
intermoleculares séo a base para a estabilidade, tragdo forga e viscoelasticidade das fibrilas de
colageno (CHARULATHA; RAJARAM, 2003). Devido a matriz de colageno da dentina ser
um componente vital da restauracdo de uma estrutura dentaria perdida, uma estrutura de
colageno mais forte e mais estavel é desejavel para procedimentos restauradores, como
restauracdes adesivas estéticas (CASTELLAN et al., 2010).

A aplicabilidade de matrizes compostas de colageno em engenharia de tecidos vem sendo

mostrada em estudos envolvendo a remineralizagdo de matriz Ossea para melhorar as
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propriedades mecénicas e fornecer bioatividade para o enxerto dsseo (JONES et al., 2010;
KANE et al., 2015). Entretanto, estudos avaliando a utilizacdo de colageno em remineralizacdo
dental sdo escassos e relatados apenas em processos de carie (ABDELSHAFI et al., 2021).

Abdelshafi et al. (2021) em seu estudo, sintetizaram, caracterizaram e avaliaram um
nanocomposito de colageno/hidroxiapatita, aplicado juntamente com um reticulador de
colageno, na tentativa de melhorar a qualidade da estrutura da zona cariosa mais profunda e
remineralizavel da dentina e, posteriormente, aumentar sua resisténcia de unido a materiais
resinosos adesivos. Os maiores valores de resisténcia a microtracdo das restauracées em resina
aplicadas foram encontrados na dentina tratada com colageno/hidroxiapatita na proporgéo
30/70% e extrato de semente de uva a 6,5% (reticulador de coldgeno) em comparagdo com 0s
outros grupos, mostrando uma possivel significancia clinica da associacdo
colageno/hidroxiapatita.

No entanto, com base na literatura revisada, até 0 momento ndo foram relatados estudos
que aplicaram coladgeno em suspensdo, associado ou ndo ao fllor, para tratamento ou protecdo

da dentina frente a processos de erosdo dental.



33

4 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado em duas etapas: 1) caracterizacdo da aplicacdo na dentina de
materiais compostos de colageno, quitosana e quitosana associada ao fluor; Selecdo dos
materiais com melhor cobertura de superficie na dentina radicular bovina desmineralizada; 2)
aplicacdo dos materiais selecionados e avaliagdo das alteracBes morfoldgicas e quimicas
ocorridas na superficie da dentina radicular tratada com compdsitos quitosana-fltor e colageno-
fldor apds a erosdo quando comparado a aplicacdo desses materiais individualmente. O
procedimento experimental realizado nos dois estudos pode ser visualizado de forma resumida
nos Fluxogramas 1 e 2.

As amostras de dentes bovinos utilizadas neste estudo sdo amostras de dentina radicular
e foram manipuladas apds aprovacdo da pesquisa pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), sob nimero de protocolo
AO03/CEUA2019 (Anexo A).
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Fluxograma 1: Sequéncia de passos desenvolvidos para teste e selecdo dos materiais realizados na etapa 1.

1-Preparagao das amostras (corte e polimento)

5 amostras

N7

N4 ..
2- Tratamentos de superficie
(acido fosférico 37% - 15 seg.)

~~Z

3- Sele¢ao dos materiais

Colageno hidrolisado (fibra)

Colageno ndo Colageno hidrolisado
hidrolisado (pé) (p9)

Quitosana

Quitosana + Fluor

&4

4 - Preparo das suspensoes e aplicagao nos dentes

A4

5- ANALISES DAS AMOSTRAS

N2

5.1- Andlise do contetdo inorganico
das amostras por p-EDXRF

5.2- Analise morfolégica de
superficie por MEV

6- Selegao dos melhores materiais

Fonte: Elaborado pelo autor
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Fluxograma 2: Sequéncia de passos para 0 preparo de amostras, tratamentos, erosao e analise dos biomateriais

testados na etapa 2.

1- Caracteriza¢ao da quitosana e do colageno hidrolisado

l

DRX Tamanho particulas V MEV FTIR
2-Preparac¢ao das amostras (corte e polimento)
89 amostras
v
3- u-EDXRF
(12 leitura, selecdo das amostras n = 84)
4- Divisdao dos grupos experimentais
Saliva Artificial Quitosana (':olag.eno Flaor gel Qult(I)sana Cola’geno
(n=14) (n=14) hidrolisado (n=14) Fldor Flaor
(n=14) N (n=14) (n=14)

5 - Preparo das suspensoes e aplicacao nos dentes

N\

v

6 — Ciclagem erosiva

7- ANALISES DAS AMOSTRAS

7.1- Analise do conteudo inorganico
das amostras por p-EDXRF
(22 leitura)

7.2- Andlise morfoldgica de
superficie por MEV

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.1 Etapa 1: Caracterizacdo da aplicacdo na dentina de materiais compostos de
colageno, quitosana e quitosana associada ao flior

4.1.1 Preparo das amostras

Para esta primeira parte do estudo, trés dentes incisivos bovinos foram selecionados. Os
uso de dentes bovinos é justificado por sua similaridade com dentes humanos (SOARES; DO
ESPIRITO SANTO, 2015) e utilizagdo em estudos prévios em erosdo dental (NAHORNY et
al., 2017; GOMES et al., 2018; AINOOSAH et al., 2020; SARIALIOGLU GUNGOR;
DONMEZ, 2021)

Em um primeiro corte, as amostras foram seccionadas na juncdo amelocementaria
separando as coroas das raizes (Esquema 1A). Para este corte foi utilizando um disco
diamantado (serie 15HC 11-4244, Buehler®, Lake Bluff, IL, EUA) montado em maquina de
corte (IsoMet 1000 Buehler®). Na sequéncia, um segundo corte foi realizado na amostra de
dentina radicular (Esquema 1B), dividindo assim a raiz em duas partes (fragmentos A e B)
(Esquema 1C). As superficies de dentina dos blocos obtidos (n = 5, tamanho de 8 mm de
comprimento, 8 mm de largura e 6 mm de espessura) foram planificadas e polidas em um
politriz (Metaserv 2000, Buehler®) refrigerada a 4gua com lixas d’agua de granulagio n° 600 e
1200 (Arotec, Cotia, SP, Brasil) por 10 segundos cada lixa. Ao final do uso de cada lixa, as
amostras foram lavadas com agua por 10 segundos em cuba de ultrassom (Lavadora Maxiclean
1450, Merse, Campinas, SP, Brasil).
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Esquema 1: Esquema ilustrativo das etapas de corte dos dentes bovinos: sec¢cdo na juncdo amelocementéria (1°
corte) (A), obtencdo das amostras de dentina radicular (B) e se¢do da raiz em duas partes (2° corte) (C).

Amostra A

(B)

(A)

Amostra B

(€)

Fonte: Elaborado pelo

4.1.2 Tratamentos de superficie, preparo das suspensdes contendo biomateriais e aplicacéo
na estrutura dental

A superficie da dentina foi tratada com &cido fosférico 37% (CONDAC 37, FGM,
Joinville, SC, Brasil) por 15 segundos (Fotografia 1), limpa com agua destilada por 30 segundos
e seca com papel absorvente para simular uma superficie desmineralizada por erosao e também
para aumentar a energia de superficie da dentina (NAHORNY et al., 2017). A aplicacao prévia
do condicionamento quimico pelo &cido fosférico em forma de gel justifica-se por possibilitar
0 maior controle da area de aplicagdo (DOS SANTOS FILHO et al., 2021).

Para realizar o tratamento de superficie da dentina foram selecionados trés tipos de
colageno de origem bovina (proteina de origem animal) (Novapro® Hidro — Novaprom Food
Ingredients, Guaigara, SP, Brasil), uma quitosana em p6 (Polymar®, Polymar Ind. Com. Imp.
E Exp. Ltda, Fortaleza, CE, Brasil) e ainda foi preparado um composto de suspensdo de
quitosana e fluor gel (Tabela 1). Para o preparo das suspensdes, os materiais foram pesados em
balanca analitica (SHIMADZU, AYU 220, Jap&o) e diluidos em agua destilada.
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Fotografia 1: Seringa de acido fosférico em gel utilizada para condicionamento da dentina (A), blocos de
dentina com &cido fosférico em gel (B).

Fonte: Elaborado pelo

Tabela 1: Grupos experimentais do estudo 1.

Grupos Material Apresentacao Fabricante
HF_Col Colégeno hidrolisado Fibras
NH_Col  Colageno néo-hidrolisado Po Col-H, tipo I, JBS
H_Col Colageno hidrolisado Po
Chi Quitosana P6 Polymar®
Chi_F Quitosana + fluor Suspensao Composto preparado

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para preparar a suspensdo de quitosana e colageno (9,1%), 5 g de quitosana (Polymar®)
ou dos materiais de colageno (Novapro® Hidro) foram adicionados lentamente a 50 mL de gua
destilada sob agitacdo continua (Stirrer Hot Plate 400, LOGEN Scientific, Alpax, Diadema, SP,
Brasil) por 10 min (tempo suficiente para solubilizar os p6s) (Fotografia 2). A composi¢do com
fltior foi preparada diluindo 40 mL de 4gua destilada e 5 g de quitosana (Polymar®), agitando
continuamente por 10 min. Em seguida, 10 mL de fldor fosfato acidulado em gel (1.23%
fluoreto de so6dio NaF, DFL Industria e Comércio S.A., Rio de Janeiro, RJ, Brasil) foram

lentamente incorporados a suspensédo sob agitacdo continua por mais 10 min.
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Fotografia 2: Esquema representando as etapas de preparo das suspensdes: balanca de precisdo utilizada na
pesagem dos materiais (A), amostra sendo pesada (B) diluicdo dos materiais em agitador magnético (C, D).

Fonte: Elaborado pelo

Fotografia 3: SuspensGes obtidas com os materiais: colageno hidrolisado fibras (1), colageno nao-hidrolisado pé
(2), colageno hidrolisado po6 (3), quitosana pé (4) e quitosana + fldor gel (5).

Fonte: Elaborado pelo
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As cinco suspensodes preparadas (Fotografia 3) foram aplicadas imergindo os blocos de
dentina em frascos plasticos contendo 3 ml das respectivas suspensdes. As suspensdes foram
mantidas em contato com a dentina por 5 horas, sob agitacdo em agitador magnético (75 rpm,
modelo 752A, FISATOM), como tratamento de superficie. Ao final desta etapa do tratamento,

as amostras foram caracterizadas por meio de anélise morfoldgica e composicional.

4.1.3 Analise do conteudo inorganico das amostras por p-EDXRF

A andlise composicional foi realizada utilizando o sistema de espectrometria de
fluorescéncia de raios X por microenergia dispersiva (U-EDXRF, modelo pu-EDX 1300,
Shimadzu, Kyoto, Japdo) (Fotografia 4). Os mapas da area de distribui¢do elementar (n = 5)
foram obtidos com os seguintes parametros: 20 x 20 pontos; passos de 20 um; tenséo, 15 kV;
diametro do feixe incidente, 50 pum. Os dados obtidos e as imagens resultantes dos
mapeamentos das éareas foram processados no software do sistema (NAHORNY; DE
OLIVEIRA; SOARES, 2021).

Fotografia 4: Fotografia do equipamento de p- EDXRF utilizado no experimento.

B
Li

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.1.4 Analise morfoldgica de superficie por MEV

As amostras de dentina foram desidratadas usando uma série graduada de etanol (30%,
50%, 70%, 95% e 100%) por 10 minutos em cada estdgio. Em seguida, foram secas e
metalizados com uma camada de ouro e avaliadas por MEV (EVO-MA10, Carl STM Zeiss,
Oberkochen, Alemanha) (Fotografia 5) (NAHORNY et al., 2017; SOARES et al., 2020;
NAHORNY; DE OLIVEIRA; SOARES, 2021).

Fotografia 5: Fotografia do equipamento de microscopia eletrénica de varredura (MEV) utilizado no
experimento.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 Etapa 2: Aplicagdo dos materiais selecionados e avaliagéo das alteragdes ocorridas na
superficie da dentina ap0s a erosao

4.2.1 Caracterizacéo da quitosana e do colageno hidrolisado

Os materiais utilizados nesta etapa do estudo foram a quitosana e o colageno bovino
hidrolisado (Tabela I).
Os materiais utilizados foram caracterizados quanto a morfologia das particulas por meio

da analise de microscopia eletrdnica de varredura (EVO MAL0, Carl Zeiss VR STM,
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Oberkochen, BW, Alemanha) onde as amostras foram metalizadas com ouro e analisadas por
uma tensdo de 5 kV e andlise de elétrons retroespalhados. Quanto as fases cristalinas os
materiais foram avaliados por meio da técnica de difragcdo de raios X (XRD-6000, Shimadzu,
Jap&o), empregando-se radiagdo Cu-Ka (A= 1,54439 A) com varredura 20 de 10 a 800 usando
fenda 1.0.

Quanto a distribuicao de tamanho de particulas os materiais utilizados foram classificados
usando um analisador de tamanho de particulas (S3550, Microtrac). Apos determinados 0s
indices de refracdo das amostras, realizou-se a dispersdo de 50 mg de cada material em 50 ml
de &lcool isopropilico e submeteu-se ao ultrassom (Sonics Vibra-cell, modelo VCX 500) por
15 minutos. Em relagdo aos grupos quimicos caracteristicos das amostras, a caracterizagdo dos
biomateriais foi realizada por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR). Os espectros foram medidos usando um espectrometro de infravermelho (Perkin Elmer,

Spectrum 400), resolucio de 4cm™, em um intervalo de nimero de onda de 400 a 4000 cm™,

4.2.2 Preparo das amostras de dentes bovinos

Para esta segunda parte do estudo, os materiais quitosana e colageno hidrolisado testados
na primeira etapa foram selecionados para aplicacdo na dentina. Cinquenta dentes incisivos
bovinos foram selecionados e preparados como mostrado anteriormente na Figura 3. De um
total de 100 amostras obtidas, 89 amostras foram selecionadas com base em suas dimensoes,

comprimento da raiz, similaridades na morfologia e auséncia de trincas.

4.2.3 Preparo das suspensdes contendo biomateriais

Para preparar a suspensdo de quitosana e colageno (13,04%), 15 g de p6 de quitosana ou
colageno hidrolisado foram adicionados lentamente a 100 mL de agua destilada sob agitacao
continua (Stirrer Hot Plate 400, LOGEN Scientific, Alpax, Diadema, SP, Brasil) por 10 min
(tempo suficiente para solubilizar os pds) (Fotografia 6).

As composicoes de fluoreto foram preparadas diluindo 100 mL de &gua destilada, 10 g
de quitosana ou po de colageno hidrolisado, agitando continuamente por 10 min. Em seguida,
10 mL de fldor fosfato acidulado em gel foram lentamente incorporados a suspensdo sob

agitacdo continua por mais 10 min (Fotografia 7).



Fotografia 6: Sequéncia de preparo das suspensdes contendo os biomateriais: pesagem (A) preparo da
suspensdo de quitosana (B) e colageno (C).

1 - —

(B) S===2r""" (C) RPN

Fonte: Elaborado pelo autor

Fotografia 7: Figura esquemaética da preparacéo da composicdo com fldor: fldor gel utilizado (A), diluicdo do
fldor gel na suspenséo de quitosana ou colageno (B).

(A)

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.2.4 Analise inicial do contetdo inorganico e sele¢do das amostras por p-EDXRF

O conteldo inorganico das amostras de dentina foi medido antes (primeira analise) e apds
os tratamentos de superficie (segunda andlise). A primeira coleta de dados foi realizada para
selecionar amostras com contetdo inorganico homogéneo e realizar a divisdo dos grupos
experimentais. A composicao inorganica de 89 amostras de dentina foi medida por p-EDXRF
(modelo p-EDX 1300, Shimadzu, Kyoto, Japdo). As percentagens em peso (% em peso) do
conteudo de calcio (Ca) e fosforo (P) da dentina foram medidas por mapeamento de superficie
em linha (n = 89) (primeira anélise).

Os mapeamentos em linha cobriram uma linha central selecionada de 300 x 1 pontos
(passos de 20 um, 10 s por ponto, 15 kV). Ap6s o mapeamento e processamento dos dados,
foram excluidas cinco amostras com valores abaixo ou acima do teor médio de calcio (22,91 +
0,85%). A seguir, a analise estatistica dos resultados desta primeira analise foi realizada por
meio do teste de comparacdo mdltipla de Tukey-Kramer, utilizando GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego CA, EUA). O tamanho da amostra necesséria para o estudo foi
baseado em estudos anteriores do nosso grupo e apos calculo no software G*Power (G*Power
v. 3.1.9.2, Franz Faul, Universidade de Kiel, Kiel, Alemanha) usando uma andlise de variancia
(ANOVA; medidas repetidas, interacdo intra e entre grupos).

As 84 amostras de dentina radicular selecionadas foram alocadas aleatoriamente em seis
grupos de 14 amostras cada (Tabela 2). As amostras de dentina foram distribuidas nos seguintes
grupos experimentais: saliva artificial (AS - sem protecdo, controle negativo), fluor fosfato
acidulado em gel (F- controle positivo), quitosana (Chi), colageno hidrolisado (Col),
composicdo de fluor/quitosana (F_Chi) e composicédo de fluor/colageno hidrolisado (F_Col).
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Tabela 2: Descricdo das etapas de analise, nimero de amostras e técnicas analiticas usadas para os grupos experimentais e controle (positivo e negativo).

GRUPOS EXPERIMENTAIS Apds preparacdo Apds tratamentos/erosdo

. a |- =
Amostras: Controle negativo: 28 1-EDXRF (n = 14)

Dentina (n = 100) . e _ 12 u-EDXRF (n = 14) l
Saliva artificial (AS) (n = 14) MEV (n = 2)
Corte/polimento sem fliior 28 u-EDXRF (n = 14)
! (n = 42) Quitosana (Chi) (n = 14) 12 u-EDXRF (n = 14) l
Amostras para MEV (n =2)
analise: 22 u-EDXRF (n = 14)
Dentina (n = 100, Colageno hidrolisado (Col) (n = 14) 12 u-EDXRF (n = 14)) l
excluidas 16, n = MEV (n=2)
84) o 22 u-EDXRF (n = 14)
Controle positivo: a _
Selegio ionteﬂdo Fltor fosfato acidulado gel (F) (n = 14) 1* P-EDXRF (n = 14) MEV %n =)
inorgéanico p- . . . 22 L-EDXRF (n=14
EDXRF Com fltior Fldor/quitosana (F_Chi) 12 I-EDXRF (n = 14) g =1
( ¢84) (n=42) (n=14) MEV (n = 2)
n= a -
! Flor/colageno (F_Col) . _ 2* -EDXRF (n = 14)
Divisio em 6 (n=14) 1*H-EDXRF (n = 14) y
MEV (n = 2)

grupos 14 amostras

Ferramentas analiticas: p-EDXRF (selegdo de amostras e apds tratamentos / erosdo) e MEV (caracterizacdo morfoldgica).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2.5 Aplicacdo dos tratamentos de superficie

As superficies de todas as amostras selecionadas (n = 84) receberam inicialmente um
condicionamento com acido fosforico 37% (CONDAC 37, FGM, Joinville, SC, Brasil) por 15
segundos. Em seguida, as amostras foram lavadas com &gua destilada por 30 segundos e secas
com papel absorvente (URURAHY et al., 2017). Este procedimento de condicionamento de
superficie preparou a dentina para o tratamento com os biomateriais selecionados, pois o
condicionamento expde as fibras de colageno superficiais da dentina e permite a interacdo com
o biomaterial (NAHORNY et al., 2017; SOARES et al., 2020; NAHORNY; DE OLIVEIRA;
SOARES, 2021).

Cada amostra de dentina do grupo AS (controle negativo) foi armazenada
individualmente em frascos plasticos contendo 3 mL de saliva artificial e incubada
estaticamente por 1 h (37° C) em estufa (SX 300 DTME, STERILIFER, Diadema, SP, Brasil).
Ao final deste processo a saliva foi removida por um enxague com agua destilada por 30
segundos.

As amostras do grupo F (controle positivo) receberam uma aplicacdo prévia de flior
fosfato acidulado em gel (1,23% fluoreto de sddio NaF, DFL Industria e Comércio SA, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil) por 1 min, sendo o excesso de material removido com gaze. Em seguida,
para simular um protocolo clinico, as amostras foram lavadas com agua destilada por 10 s ap6s
um intervalo de 30 min (conforme instrucdes do fabricante) (WANG et al., 2018). A seguir,
cada amostra de dentina dos grupos Chi, Col, F_Chi e F_Col foi armazenada individualmente
em frascos plasticos com 3 mL da suspensdo ou composicao dispersa (de acordo com a divisdo
do grupo) sob agitacdo suave (75 rpm) por 1 h (Fotografia 8). Ap6s um intervalo de descanso
de 10 min, o material / composicdo dispersa foi renovado e as amostras foram submetidas

novamente a 1 h de agitacéo.



Fotografia 8: Amostras armazenadas individualmente em frascos plasticos com 3 mL da suspensdo ou
composic¢do dispersa (de acordo com a divisdo do grupo) (A) e agitagdo dos frascos por 1 h (B).

)

WP 10 1ag
o

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.6 Realizacéo dos ciclos erosivos
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As amostras tratadas foram entdo submetidas a seis ciclos erosivos consecutivos em suco

de laranja (desmineralizag&o) e saliva artificial (remineralizag&o) (Esquema 2) (NAHORNY et

al., 2017). O procedimento de desmineralizacdo de cada grupo foi realizado em um dia

imergindo cada amostra em 3 mL de suco de laranja (Minute Maid Mais Laranja Caseira, suco

natural 67%, pH ~ 3,67) sob agitacdo por 1 min, seguido de lavagem com &gua destilada por

10 segundos. A remineralizacédo foi realizada em saliva artificial (3 mL, 1 h, 37 ° C, estufa de
cultura, SX 300 DTME, Sterilifer, Diadema, SP, Brasil). Ao final da ciclagem de pH, as

amostras foram lavadas com &gua destilada para a realizagdo das analises quimica e

morfoldgica (Esquema 2).
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Esquema 2: Esquema representativo da ciclagem erosiva realizada nas amostras de dentina: desmineralizagéo
(A), lavagem intermediéria (B), remineralizacdo (C) e lavagem ao final do ciclo (D).

Suco laranja |

3ml ]
: 1 min.

(D)

10 seg.

|o

Amost)r;a

60 min.

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.7 Analise final do contetdo inorganico e selecdo das amostras por p-EDXRF

Apos a aplicagdo dos tratamentos de superficie e realizacdo dos ciclos erosivos,
mapeamentos em linha por p-EDXRF (segunda andlise) foram realizados usando parametros
iguais das primeiras medicOes (n = 84). Em uma amostra representativa de cada grupo, um
mapeamento em &rea avaliou a superficie da dentina para obter uma distribuicdo elementar dos
componentes inorgénicos (n = 6). Os parametros utilizados foram: 40 x 30 pontos; passos de
20 pm; tensdo, 15 kV; diametro do feixe incidente, 50 um. O software do equipamento
processou os dados obtidos para cada amostra (Shimadzu microEDX MP ver. 1.03, Shimadzu

Corp., Kyoto, Japéo).
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4.2.8 Analise da morfologia de superficie por MEV

Apbs a aplicacdo dos tratamentos de superficie e dos ciclos erosivos, duas amostras de
dentina representativas foram selecionadas para cada grupo e preparadas para uma investigacao
morfolégica detalhada. As amostras (n = 12) foram desidratadas por uma série graduada de
etanol (50%, 70%, 90% e 100%) por 10 min em cada etapa. Em seguida, as amostras foram
secas a 37 ° C por 24 h e mantidas em dessecador a vacuo com silica gel por mais 72 h (GOMES
et al., 2019). Em seguida, as amostras receberam uma fina camada de ouro (10 nm) e foram
examinadas em MEV (EVO-MA10, Carl Zeiss VR STM, Oberkochen, BW, Alemanha) com
uma tensdo de aceleracdo de 20 kV (NAHORNY et al., 2017; GOMES et al., 2019; SOARES
etal., 2020; NAHORNY; DE OLIVEIRA; SOARES, 2021).

4.2.9 Analise estatistica

Apos a realizacdo dos mapeamentos em linha sobre a dentina (12 e 22 leituras), 0s
mapeamentos em area (22 leitura), correspondentes a cada amostra foram tratados por um
processo de filtragem (smoothing) de cinco pontos utilizando o software do sistema do p-
EDXRF e em seguida os valores da concentracdo em peso dos componentes célcio e fosforo
(médio) na regido delimitada foram anotados e tabulados numa planilha no programa Excel
para efetuar os calculos estatisticos. Também foi tabulada a relagdo Ca/P para cada grupo.

As imagens da distribuicdo quimica dos componentes calcio e fosforo obtidas por p-
EDXRF (linha e area), representativas de cada grupo, para cada periodo de analise (1% e 22
leituras) foram separadas para a montagem das figuras esquematicas comparativas com mesma
escala de base.

As porcentagens de calcio e fosforo (% em peso) e as razdes molares calcio/fosforo foram
analisadas estatisticamente no programa GraphPad Prism (versdao 5.01 para Windows,
GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Todas as comparacdes estatisticas foram realizadas
com nivel de significancia o= 0,05, com intervalos de confianca de 95%. Foi realizado um teste
ANOVA unilateral com o teste de comparacGes multiplas de Bonferroni para comparar 0s
dados iniciais e finais. Diferencas estatisticas significativas entre o controle (negativo e

positivo) e outros grupos foram avaliadas usando o teste de comparac¢es maltiplas de Dunnett.
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5 RESULTADOS

Esta secdo descreve separadamente os resultados obtidos ap0s a realizacdo das analises

especificas das etapas 1 e 2 deste estudo.

5.1 Resultados da Etapa 1

Os dados obtidos no mapeamento da superficie dentinaria indicaram que o recobrimento
com os materiais H_Col e Chi_F resultou no menor desvio padréo e coeficiente de variancia na
concentracdo dos elementos calcio (Ca) e fosforo (P) (Tabela 3). A homogeneidade do contetido
de Ca e P na dentina foi observada na ordem Chi_F> H_Col> Chi> HF_Col> NH_Col.

Tabela 3: Resultados obtidos pelo mapeamento em area por p-EDXRF, apds o tratamento da superficie
dentinaria com biomateriais. Valores maximo, minimo, média, desvio padréo (D.P.) e coeficiente de variacao

(C.V.) das porcentagens (% -peso) de célcio (Ca) e fosforo (P) na superficie da dentina.

Calcio Maximo Minimo Médio D.P. C.V.
HF_Col 19.47 9.10 15.61 2.06 13.18
NH_Col 21.76 6.61 14.94 3.92 26.21
H_Col 18.70 14.38 16.21 0.56 3.44
Chi 22.16 13.92 17.59 1.30 7.40
Chi_F 19.68 13.71 16.56 0.61 3.68
Fosforo Maximo Minimo Médio D.P. C.V.
HF_Col 7.99 0.67 5.20 1.18 22.63
NH_Col 9.72 0.76 4.28 1.90 44.40
H_Col 7.46 3.51 5.31 0.54 10.17
Chi 10.80 3.81 6.88 0.98 14.22
Chi_F 6.94 2.01 4.38 0.48 11.04

Fonte: Nahorny et al., (2021).
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As imagens da distribuicdo quimica dos elementos célcio e fosforo na superficie
dentinaria ap0s os tratamentos ilustraram diferentes padrfes de interacdo com a dentina para 0s
grupos colageno e quitosana (Fotografia 9). O gradiente na intensidade da escala de cores indica
variacdes no contetido de Ca de forma que locais com alto contedo mineral sdo representados
nas cores amarelo e laranja, enquanto locais com baixo contetdo mineral s&o mostrados em

tons de verde e azul.

Fotografia 9: Imagens representativas da distribuicdo de calcio (Ca) e fésforo (P) na superficie da dentina obtidas
por microanalise u-EDXRF dos tratamentos: HF _Col, NH_Col, H_Col, Chi e Chi_F. As diferentes cores

representam as intensidades dos componentes Ca e P e sua distribui¢do na superficie dentinaria.
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Fonte: Nahorny et al., (2021).
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Dentre os tratamentos com coldgeno, o que apresentou distribuicdo mais homogénea foi
na amostra de dentina tratada com col&geno hidrolisado (Fotografia 9). Para os grupos tratados
com quitosana, o tratamento Chi_F apresentou a melhor distribuicdo do material na superficie
(Fotografia 9).

No grupo HF_Caol, as fibras de colageno aderiram a superficie, cobrindo parcialmente 0s
tubulos dentindrios em uma disposicdo heterogénea (Fotografia 10, setas). A aplicacdo do
material NH_Col resultou na deposicéo de uma camada de coldgeno mais aderida e com maior
obliteracdo da entrada dos tubulos dentinarios (Fotografia 10, setas) do que no grupo HF_Col
(Fotografia 10). A micrografia da superficie dentinaria no grupo H_Col mostra a entrada dos
tubulos dentinarios parcialmente obstruidos por depositos de colageno (Fotografia 10, setas)
cobrindo a superficie de maneira mais uniforme do que os outros materiais de colageno.

No grupo Chi, a quitosana cobriu irregularmente a dentina com depdsitos que
obstruiram parcialmente a entrada dos tubulos dentinarios (Fotografia 10, setas). No grupo
Chi_F, o material cobriu completamente a superficie dentinaria sem qualquer exposicao dos

tubulos dentinarios (Fotografia 10).
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Fotografia 10: Microscopias eletronicas de varredura representativas ilustrando as diferencas no padréo

morfoldgico da superficie da dentina produzida pelos materiais de coldgeno e quitosana (amplia¢do: 200 e 1000x).
Amostra tratada com HF_Col, NH_Col, H_Col, Chi e Chi_F. As setas amarelas indicam depésitos de colageno ou
quitosana nos respectivos grupos. Barra de amplia¢do: 20 um em 200x e 10 pum em 1000x.

NH_Col

H_Col

200x

1000x

Fonte: Nahoérny et al., (2021).
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5.2 Resultados da Etapa 2

As micrografias MEV obtidas das particulas do pé de colédgeno hidrolisado mostraram
uma morfologia mais regular e caracteristicas esféricas (Fotografia 11a) quando comparado
com a quitosana (Fotografia 11b) com um didmetro meédio de particula maior (80 um vs. 50
pm). Devido a sua natureza organica, a quitosana e o coladgeno hidrolisado apresentam apenas
um padrdo amorfo por analises de XRD, conforme mostrado na Fotografia 11c. As analises de
caracterizacdo realizadas no presente estudo dos pos de quitosana e colageno hidrolisado
(Fotografia 11, Tabela 4) mostraram que esses materiais sdo altamente puros e contém apenas
carbono e oxigénio. Os grupos quimicos caracteristicos dos materiais foram identificados por

FTIR, conforme apresentado na Fotografia 11d e resumido na Tabela 4.

Fotografia 11: Microscopia eletrénica de varredura do colageno hidrolisado Col-H (a), da quitosana (b), padrdes
de XRD dos materiais (c) e analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

(d).
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Fonte: Nahorny et al., (2021).
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Tabela 4: Bandas mostradas nos espectros (cm) obtidos para amostras de colageno hidrolisado e quitosana
(Kumari et al., 2015; Prestes et al., 2013)

Colageno Quitosana Interpretacdo
3278 3337 Estiramento O-H
- 2863 Vibracdo atribuida ao estiramento CH
1634 1651 Vibracdo C=0 da amida I
1523 - Vibracdo da amida Il (vibragédo plana em C-N e N-H ou CH> de
glicina)
1445 - Vibracgdes dos aneis de pirrolizidina de prolina e hidroxiprolina
1393 - Deformacdo de amina C-N
1236 - Vibracdes Amida 111 (estiramento C-N e vibracdo N-H)
- 1031 Alongamento C-O-C
1080 - Tensdo axial C-N

- 880 Ligacdes glicosidicas -1.4

Fonte: Nahorny et al., (2021).

Os resultados das medidas de mapeamento em linha por u-EDXRF para 0s grupos
experimentais estdo resumidos nos Gréficos 1 e 2. Os mapeamentos de linha no comprimento
da superficie dentinaria mostraram os perfis de conteido inorganico apos a realizagéo dos ciclos
erosivos (Gréafico 1). O contetdo de calcio ao longo da distancia percorrida na superficie da
dentina mostrou menores concentrac@es de calcio na dentina dos grupos sem fldor (Gréfico 1a)
apos os ciclos erosivos do que nos grupos fluoretados (Gréfico 1c). O conteudo de calcio e
fosforo da dentina nos grupos sem fluor apresentou menor efeito dos ciclos de erosdo na ordem
Col <Chi <AS, e nos grupos contendo fltor a ordem foi F_Col < F < F_Chi. O grupo com a
menor reducdo de célcio foi F_Col (-17%) (Grafico 1c, *). Em relacdo ao teor de fésforo
(Grafico 1b, d), 0 mesmo padrao de alteragdes foi observado para os grupos sem (1) ou com (2)
fldor. No entanto, ndo houve separacdo evidente entre os grupos. Os grupos fluoretados
(Gréfico 1d) apresentaram menor reducdo de fosforo do que os grupos néo fluoretados (Gréfico
1b).
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Gréfico 1: Curvas médias (n = 14) obtidas pelo mapeamento em linha por u-EDXRF em distancia (mm) percorrida
na superficie para o teor de célcio (a, c) e fésforo (b, d) (%) considerando os grupos de tratamentos: (1) sem flGor
e (2) com fllor. A alteracéo no contetdo inorganico foi calculada (%). AS, saliva artificial; Chi, quitosana; Col,
colageno hidrolisado; F, fltor; F_Chi, flior/quitosana; F_Col, flior/colageno hidrolisado. Asterisco (*) indica o
grupo com a menor redugdo de calcio apos eroséo (F_Col: -17%).
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As comparacdes estatisticas dos dados antes e apOs a erosao mostraram diferencas
significativas ap0s os ciclos erosivos com uma reducéo de célcio (Gréfico 2a) e fosforo (Grafico
2b) e um aumento na razdo molar calcio/fésforo (Grafico 2c) para todos o0s grupos
experimentais (p <0,001).

Apbés o tratamento, as amostras apresentaram um teor de célcio e fosforo
significativamente maior com diferencas estatisticas quando comparado ao grupo controle
negativo (p <0,05), exceto para o tratamento Chi (p> 0,05) (Grafico 2d, €). As relagdes molares
calcio/fésforo foram menores nos grupos experimentais do que no grupo controle negativo (p
<0,05), exceto para o grupo F_Col (p> 0,05) (Grafico 2f).
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Nas comparacOes estatisticas entre o grupo controle positivo e 0s grupos experimentais,
os teores de célcio e fésforo foram menores para os grupos Chi (p <0,001) e Col (p <0,01)
quando comparados ao grupo F (Gréafico 2d, e). O grupo F_Col apresentou um teor de célcio
mais elevado do que o grupo F (p <0,001, Gréafico 2d).

Apos o ciclo erosivo, um aumento significativo na razdo molar céalcio/fésforo da dentina
para os grupos Chi (p <0,01), Col (p <0,05) e F_Col (p <0,001) foi observado em comparacéo

com o grupo de controle positivo (Grafico 2f).

Graéfico 2: Média e desvio padrdo (n = 14) da porcentagem em peso de célcio (Ca) e fésforo (P) (% em peso) e da
razdo molar célcio/fésforo da dentina obtida via mapeamento em linha por p-EDXRF de acordo com o grupo
experimental. As comparacOes estatisticas foram realizadas entre antes (a-c) e apds a erosdo (d-f). Teste de
comparacdo maltipla de Bonferroni: antes vs. depois do tratamento. As letras diferentes representam diferencas
estatisticas entre a primeira (1-antes da eroséo: barra cinza) e a segunda medicao (2-apés a erosdo: barra preta) (p
<0,001) (a-c). Teste de comparacdo multipla de Dunnett: entre o grupo de controle negativo (NC) e os tratamentos
e entre o grupo de controle positivo (PC) e os tratamentos (d-f).
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A Fotografia 12 apresenta os resultados do mapeamento em &rea por H-EDXRF da
dentina tratada com materiais e submetida aos ciclos erosivos. A escala de cores nos mapas de
distribuicdo representa as concentracdes elementares: azul escuro representa as concentragdes
minimas e branco representa as concentracdes maximas dos respectivos componentes. As
imagens quimicas obtidas destacam as diferencas no contetdo inorgénico entre os grupos de
tratamento. As imagens com o perfil quimico da distribuigdo do célcio e do fésforo mostraram
efeitos menos erosivos na dentina na ordem F < F_Col < F_Chi < AS < Chi < Col para ambos
os elementos (Fotografia 12).

As imagens quimicas dos grupos sem fluor mostraram um padrdo indicativo de menor
cobertura do que nos grupos tratados com fldor (Fotografia 12). O perfil de célcio da dentina
tratada com colageno hidrolisado revelou um padrdo de cobertura diferente dos demais
tratamentos. As imagens mostraram que manchas de baixa concentracdo de material (manchas
azuis e ciano, Fotografia 12) interceptam a distribuicdo de célcio por toda a superficie da
dentina. As areas avermelhadas e amareladas apresentadas nos mapas quimicos dos grupos
tratados com fltor indicam a deposicdo de particulas inorganicas ou cobertura superficial por
material ou composicdo (manchas vermelhas e amarelas, Fotografia 12). O tratamento com
fldor resultou nas maiores concentragdes de célcio e fosforo dos elementos distribuidos na area
mapeada, seguidos por F_Col e F_Chi, em contraste com os grupos néo fluoretados.

A Fotografia 13 apresenta as micrografias obtidas por MEV da raiz da dentina bovina
apos o tratamento com materiais e ciclos erosivos. As micrografias dos grupos sem tratamento
com flaor mostraram diferentes padr6es de cobertura entre eles (Fotografia 13A). A dentina da
amostra submetida a desmineralizacdo e remineralizagdo com saliva artificial (controle
negativo) apresentou superficie sem cobertura estando os tubulos dentinérios visivelmente
abertos. Os tratamentos Chi e Col produziram uma espécie de cobertura superficial com padrédo
diferenciado. O tratamento com quitosana na dentina resultou em uma fina camada de cobertura
obliterando os tubulos dentindrios e também a presenca de aglomerados de quitosana
(Fotografia 13A setas amarelas, 5000x). No entanto, a superficie da dentina tratada com
colageno mostrou um padrdo semelhante a um favo de mel. Sob maior aumento, foi observada
oclusdo total (circulo amarelo) e parcial (seta amarela) dos tubulos dentinarios na superficie
sem aglomerados de particulas (Fotografia 13A).

Em contraste, as micrografias dos grupos tratados com fltor (Fotografia 13B) mostraram

deposicao de particulas proeminentes com oclusdo dos tubulos dentinarios apos o ciclo erosivo,
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exceto no grupo F_Chi, onde a dentina apresentou uma camada de cobertura sem aglomerados
(Fotografia 13B, circulo amarelo e setas).

As micrografias da dentina tratada com flGor (F) mostraram um padrdo de deposicao de
particulas ndo homogéneo com oclusdo tubular parcial (Fotografia 13B, setas amarelas). Em
contraste, o tratamento com F_Col mostrou deposicdo de particulas de forma aglomerada com
oclusdo tubular parcial ou total (Fotografia 13B, setas amarelas). ApOs a erosdo, o grau de
cobertura da superficie foi observado na seguinte ordem: F_Col > F > Chi > F_Chi > Col > AS.

Fotografia 12: Imagens representativas da distribui¢éo de célcio (Ca) e fosforo (P) na superficie da dentina obtidas
por microandlise em &rea por u-EDXRF apds o ciclo erosivo dos grupos sem tratamento com fldor (A) e com fldor
na composicdo do tratamento (B): saliva artificial - controle negativo (AS), quitosana (Chi), colageno (Col), fldor
- controle positivo (F), flor/quitosana (F_Chi) e fldor colageno (F_Col). O gradiente na intensidade da escala de
cores indica as variacoes no conteido de calcio e fosforo. Os locais com alto teor de minerais sdo mostrados em
vermelho e laranja, enquanto aqueles com baixo teor de minerais sdo mostrados em verde / azul.
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Fotografia 13: Micrografias obtidas por MEV ilustrando as diferencas no padrdo morfol6gico de cobertura de
dentina produzida pelos tratamentos dos grupos sem tratamento com fldor (A) e com fllor na composicéo do
tratamento (B) nos aumentos de 500 e 5000x. A amostra tratada com saliva artificial (controle negativo, AS)
apresenta: superficie erodida com tdbulos dentinarios expostos (setas) na dentina. A amostra tratada com
suspensao de quitosana (Chi) apresenta uma camada de cobertura de particulas de quitosana. Oclusdo tubular total
(circulos) e ocluséo parcial (seta) na superficie dentinaria do grupo colageno (Col). A amostra tratada com fltor
(controle positivo, F) apresenta uma camada de cobertura de depositos (setas). Suspensdo de fldor/quitosana
(F_Chi) produziu uma camada de cobertura com tibulos dentinarios obstruidos e parcialmente obstruidos (circulo
e setas). Camada de cobertura de aglomerados (setas) na superficie dentinaria do grupo flior/colageno (F_Col).
Os aglomerados sdo destacados em maior ampliac&o (setas). Barras de amplia¢do: 40 um (500x) e 5 pm (5000x).

(A) - Without fluoride
500x

5000x

(B) - With fluoride
500x

5000x

F_Chi

Fonte: Nahorny et al., (2021).




61

6 DISCUSSAO

A remineralizacdo da dentina é um procedimento com relevéncia clinica no tratamento
da carie, hipersensibilidade dentinaria e eroséo dentaria (DI FOGGIA et al., 2019). Entender
como 0s componentes presentes na dentina interagem com o0s biomateriais € importante para
selecionar e produzir compostos contendo materiais que tenham uma interacdo mais direta por
afinidade i6nica e quimica com os componentes da dentina.

O uso da quitosana para tratamentos de protecdo da dentina em processos de eroséo dental
tem sido relatado na literatura com resultados promissores, associada ou ndo com fldor, seja na
forma de dentifricios, bochechos ou composi¢cdes (XU et al., 2011; GANSS et al., 2012;
KEEGAN et al., 2012; GANSS; KLIMEK; SCHLUETER, 2014; BELTRAME, 2016; PINI et
al., 2016; URURAHY et al., 2017; BELTRAME et al., 2018; SOUZA et al., 2020; DE SOUZA
et al., 2021). Entretanto, o uso do colageno na forma de suspensdo aplicada diretamente na
dentina com foco na prevencdo ou tratamento da erosdo dental, associado ao fldor nao foi
explorado.

O presente estudo traz uma abordagem inovadora de aplicacdo do colageno de origem
bovina na dentina. Os materiais de origem animal (quitosana — obtida de crustaceos; colageno
— de origem bovino) foram testados associados ou ndo ao fltor, aplicados em dentina, como
uma forma de prevencéo/tratamento da erosao dental causada por suco de laranja. A realizacao
do estudo em duas etapas possibilitou primeiramente a caracterizacdo da interacdo com a
dentina de diferentes tipos de colageno, quitosana e quitosana associada ao flior com a
finalidade de selecionar os materiais com maior afinidade pelo substrato e utilizar em uma
segunda etapa aplicado em dentina para testar em ciclos de eroséo simulada.

No estudo inicial (Etapa 1), as técnicas de n-EDXRF e MEV demonstraram a formagéo
de uma camada de cobertura superficial (parcial ou total) na dentina produzida pelos materiais.
Os materiais quitosana + flGor (Chi_F) e colageno hidrolisado (H_Col) resultaram em uma
camada uniforme para a protecdo da dentina (Tabela 3, Fotografias 9 e 10). Entretanto, 0s
grupos de colageno hidrolisado em fibras (HF_Col) e colageno néo hidrolisado (NH_Col) néo
apresentaram interacdo suficiente com a dentina para formar uma camada protetora continua e
uniforme (Fotografias 9 e 10).

A diferenca na interagéo entre os grupos Chi (depdsito esparso de graos) e Chi_F (camada
espessa e uniforme) com a dentina (Fotografias 9 e 10) provavelmente se deu pela presenca do
fldor o qual permitiu a incorporacgdo de ions F~ & quitosana e gerado um composto hibrido com

maior afinidade pela hidroxiapatita presente na dentina. No entanto, o material quitosana sem
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o fldor, é irregular e heterogéneo e devido a agregacdo de particulas e a falta de interacéo
intermolecular entre a matriz organica e inorganica da dentina (HU et al., 2020) resultou em
pouca interacdo com o substrato (Fotografias 9 e 10).

Os resultados obtidos pelo grupo H_Col também séo extremamente relevantes, tanto para
0 aspecto de obtencdo de camada superficial homogénea (Fotografias 9 e 10) quanto para o
aspecto da composi¢do quimica do material e possivel interacdo e afinidade com o proprio
colageno dentinario. Esta interacdo foi favorecida pela aplicacdo prévia do condicionamento
quimico pelo acido fosforico que criou uma superficie desmineralizada simulando assim um
quadro clinico com perda de componentes inorgénicos. Este condicionamento expds o colageno
da dentina proporcionando um substrato mais favoravel a adesdo dos materiais testados.

A possibilidade de realizar mapeamentos de area na superficie da dentina permitiu
compreender melhor como os materiais se comportam em uma determinada superficie com a
vantagem de uma maior precisdo de detalhes. As técnicas combinadas permitiram a verificacdo
da capacidade do material em produzir uma distribuicdo de particulas heterogénea na superficie
como no caso dos materiais HF_Col e NH_Col (Fotografia 9) indicando assim pouca afinidade
pelo substrato.

A analise morfoldgica-composicional combinada realizada no estudo inicial evidenciou
como promissora a utilizacdo da associagdo entre o p6 de quitosana e o fluor fosfato acidulado
em gel para a produgdo de um novo material com significativa relevancia clinica para a protecéo
da estrutura dentaria. As ferramentas analiticas aplicadas permitiram investigar a composicédo
qguimica associada a morfologia das particulas e sua distribuicdo ao longo da superficie,
indicando como as melhores opcGes de materiais o colageno hidrolisado e a quitosana associada
ao fluor. A partir dos dados obtidos na etapa inicial, foi possivel um direcionamento na escolha
de materiais com maior interacdo com a dentina para dar sequéncia ao segundo estudo (Etapa
2).

Foram observados resultados diferentes no presente estudo, quanto ao tipo de tratamento
de cobertura aplicado. O Esquema 3 apresenta de forma resumida as informacbes mais
relevantes relacionadas aos resultados obtidos e 0s mecanismos que acreditamos estarem
relacionados. Os processos sdo diferentes para materiais sem flior e com fldGor. Para os grupos
sem fluor, as alteracbes composicionais provavelmente correspondem a inclusdo de uma
camada inorgéanica na superficie (como precipitados ou modificagéo de superficie - Chi) ou de
uma camada orgénica (incorporacdo de material na dentina intertubular - Col). Para 0s grupos

com flaor, provavelmente as alteragdes composicionais correspondem & deposigdo de cristais
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(F), formacéo de camada (F_Chi) ou presenca de precipitados aglomerados (F_Col) (Esquema
3).

Esquema 3: llustragdo esquematica representativa dos efeitos dos biomateriais e tratamentos de superficie (grupos
sem fltor e com fldor) aplicados na dentina e submetidos a erosédo quimica: a) saliva artificial (AS); b) quitosana
(Chi); c) colageno hidrolisado (Col); d) fltor fosfato acidulado em gel (F); e) fltor e quitosana (F_Chi); f) fltor e
colageno hidrolisado (F_Col).

Grupos sem flaor .
Grupos com fluor

(a) (d)
SALIVA FLUOR

Controle positivo

Controle negativo

- Sem protegao - Cristais de CaF,

- Abertura dos tibulos dentinarios - Fluorapatita

DENTINA
(b)

e
HAP

Colageno

- Sem agregacao de particulas

- Agregacao de particulas

- Fltor pode ter reduzido sua biodisponibilidade

- Falta de interagdo molecular

FLUOR +
Colageno

- Neutralizagdo das cargas positivas de cola pelos ions F’

- Interagdo com o coldgeno - dentina intertubular

. - Morfologia das particulas do colageno (regular e esférica)
- Padrao “favo de mel”
- Maior solubilidade pela presenca de grupos aminodacidos

Fonte: Elaborado pelo autor

Com os resultados do segundo estudo (Etapa 2), foi possivel observar a capacidade de
cobertura de superficie com o uso de quitosana, coldgeno hidrolisado ou materiais hibridos
contendo flGor e sua resisténcia apos ciclos erosivos considerando apenas uma aplicacdo dos
biomateriais como tratamento de superficie diferente de estudo anterior o qual aplicou o
material de tratamento a cada ciclo de erosdo (BELTRAME et al., 2018).

No presente estudo, 0s mapeamentos quimicos de u-EDXRF evidenciaram a interferéncia
que os biomateriais produziram no perfil da distribuicdo elementar de célcio e fésforo apds a
ciclagem de pH (Gréficos 1 e 2, Fotografia 12). Os resultados observados nos mapeamentos
sdo decorrentes do tipo de camada produzida pelos materiais testados. As concentraces
relativas de elementos inorganicos na dentina indicam o grau de eficAcia da camada de
cobertura que restou ap0s a erosao. As diferencas observadas nos perfis em linha da composicao
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inorgénica da dentina ap6s a ciclagem de pH foram associadas a composi¢do do material de
base, tipo de camada formada e & presenca ou ndo de fltor (Gréfico 1). O tratamento mais eficaz
para a dentina resultou em uma camada mais espessa e homogénea de depositos cobrindo a
superficie. Quando os raios X incidentes do p-EDXRF interagem com a superficie da dentina
recoberta pelos materiais remanescentes, um nimero menor de raios X passa por essa camada
mais espessa, resultando em quantidades menores de raios X retroespalhados.
Consequentemente, foram observadas percentagens em peso de célcio e fosforo reduzidas.

Considerando os grupos sem flGor (materiais puros dissolvidos), o grupo de colageno
hidrolisado (Col) apresentou uma redugdo menor na concentracdo de célcio (-36%) e de fosforo
(-56%) apds a ciclagem de pH em comparagdo com os outros grupos sem fltor (Chi: -40% Ca,
-58% P e AS: - 43% Ca, -63% P) o0 que indica uma interacdo maior com o substrato dentinario
provavelmente na dentina intertubular (Fotografia 13, Esquema 3c).

Os niveis significativos de perda de material inorgénico observados no grupo AS
(controle negativo) foram evidentes nas imagens quimicas obtidas por u-EDXRF (Fotografia
12A, pontos azuis) e nas micrografias obtidas por MEV (Fotografia 13A, tbulos dentinarios
visivelmente abertos). Essa caracteristica foi decorrente do pré-tratamento com acido fosforico
somado a acao erosiva do suco de laranja durante a desmineralizacdo e auséncia de material de
protecdo (Esquema 3a) (NAHORNY et al., 2017; SOARES et al., 2020).

A reducdo observada na desmineralizacdo dentinaria no grupo quitosana esta de acordo
com estudo prévio onde os autores relataram o efeito preventivo da suspensdo de quitosana na
forma de reducéo da perda de célcio. Beltrame et al. (2018) trataram a dentina com uma solugéo
de quitosana fosforilada a 0,5% em um modelo de erosdo in vitro e verificaram uma reducéo
na perda de dentina de aproximadamente 32% em pH neutro e alcalino, em comparagdo com
grupos tratados apenas com &cido citrico/saliva. No entanto, diferentemente do protocolo do
presente estudo, no estudo de Beltrame et al. (2018), a solucdo de quitosana foi aplicada ap6s
cada ciclo de desmineralizacdo/remineralizacdo, o que provavelmente criou um efeito de uma
camada incorporada de tratamento.

Os resultados obtidos pela analise de FTIR do presente estudo (Fotografia 11d)
confirmaram, pelas caracteristicas espectrais de cada biomaterial, que a suspensdo contendo
colageno hidrolisado (Col) apresenta uma afinidade melhor pela superficie dentinaria do que a
quitosana (Chi) o que foi evidenciado nos mapeamentos em linha (Gréafico 1a, b). A presenca
de mais bandas organicas encontradas pela analise de FTIR no p6 de colageno do que na

quitosana provavelmente resultou em uma interacdo elevada com o conteddo de colageno da
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dentina previamente desmineralizada (Grafico 1a, b). O p6 de coldgeno hidrolisado mostrou
bandas de amida do tipo I, Il e Ill, enquanto a quitosana mostrou apenas uma banda de amida
do tipo I (PRESTES et al., 2013; KUMARI et al., 2015) (Tabela 4).

O colageno é uma proteina de estrutura molecular simples e insolivel em agua devido a
presenca de diversos aminoacidos hidrofobicos (SILVA; PENNA, 2012). O colageno
hidrolisado passa por um processo de hidrélise onde € quebrado em particulas menores para ser
melhor absorvido, enquanto no coladgeno ndo hidrolisado esse processo nao ocorre. Devido a
esse processo, o colageno pode se tornar mais soldvel. E importante notar que o p6 de colageno
tendeu a formar mais aglomerados (Fotografia 11a) do que o pé de quitosana (Fotografia 11b)
e essa caracteristica do colageno também pode ter potencializado sua afinidade pela dentina.

A auséncia de diferencas estatisticas significativas no contetido inorganico da dentina
entre o controle negativo e o grupo Chi (Grafico 2a, b, d, e) pode ser explicada por dois
mecanismos diferentes em cada grupo. O tratamento com é&cido fosférico da dentina sadia
resulta em uma superficie desmineralizada homogénea com matriz organica exposta, sem a
presenca de smear layer e com tabulos dentinarios abertos (controle negativo, Fotografia 13A;
Esquema 3a). Esta remocdo de mineral pelo pré-tratamento com &cido resultou em perda
mineral e reducdo das concentracBes de calcio e fosforo na superficie dentinéria, conforme
mostrado pelos mapas em linha obtidos por i-EDXRF (Gréfico 2a, b, d, €). Entretanto, no grupo
Chi, a suspensdo a base de quitosana interagiu com a superficie da dentina com alguns depdésitos
formadores de adesdo de material (cobertura esparsa) apds a erosao (Fotografia 13A). As
particulas depositadas e a camada de cobertura interferiram na forma como o raio X interagiu
com a superficie dentinaria, reduzindo a deteccdo de raios X dispersos e, portanto, 0s
percentuais de célcio e fosforo, conforme mecanismo relatado anteriormente (SOARES et al.,
2019).

Ururahy et al. (2017), observaram em seu estudo o0 mesmo padrdo de exposi¢do dos
tubulos dentinarios em micrografias MEV ap0s o condicionamento acido. Porém, no caso do
tratamento com quitosana, 0S autores observaram que a quitosana se depositou
predominantemente dentro dos tabulos dentinarios, ao contrario dos resultados do presente
estudo, onde havia uma camada de cobertura remanescente de aglomerados de quitosana apds
os ciclos erosivos (Fotografia 13A, setas; Esquema 3b).

O padrédo observado da distribuicdo do calcio com areas localizadas de reduzida
concentracdo de material intercaladas com &reas/pontos de maior concentracdo de célcio e

fosforo na superficie da dentina no grupo Col pode ser um indicador de que o colageno
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hidrolisado aderiu a matriz orgénica exposta da dentina intertubular (manchas azuis e ciano,
Fotografia 12A). Este resultado do u-EDXRF foi confirmado na micrografia de maior aumento
obtida por MEV (Fotografia 13A).

As micrografias MEV mostraram um perfil de interacdo diferente do coldgeno
hidrolisado com a dentina (Fotografia 13A, circulo) comparado a quitosana. Na micrografia de
maior aumento, pode-se notar que a dentina intertubular foi modificada e totalmente recoberta
por uma fina camada com um padrdo diferente do observado nos grupos controle negativo
(auséncia de camada) e Chi (Fotografia 13A, depdsitos de quitosana). Curiosamente, o colageno
hidrolisado modificou o padréo da dentina intertubular, produzindo um padréo semelhante a
um favo de mel suave (Fotografia 13A, menor aumento, circulo; Esquema 3c).

Considerando o grupo do fltor e dos materiais hibridos, o tipo de particula novamente
influenciou o resultado da camada de cobertura produzida, conforme mostrado pelos perfis dos
mapeamentos em linha (Gréfico 1b). Notavelmente, no grupo F_Col, a concentracdo de célcio
foi reduzida em apenas 17% ap0s os ciclos (Grafico 1c, asterisco), e este resultado foi
estatisticamente significativo quando comparado ao grupo de controle positivo (p <0,001,
Grafico 2a). A analise estatistica mostrou similaridade em termos de conteido inorganico entre
0s materiais hibridos e o grupo controle positivo (Gréfico 2d-f). No entanto, as imagens de
mapeamento quimico revelaram que o grupo F_Col produziu um padrdo de cobertura
semelhante ao do grupo controle positivo (Grafico 2f, Fotografia 12B). As micrografias MEV
confirmam este resultado, pois os depositos de material podem ser observados em ambos 0s
grupos F e F_Col (Esquema 3d, f). Em contraste com os grupos F e F_Col, o grupo F_Chi
apresentou uma camada de cobertura esparsa (Fotografia 13B, Esquema 3e).

A combinacéo de fldor com quitosana pareceu modificar seu efeito protetor. SOUZA et
al. (2020) avaliaram a combinacao de tetrafluoreto de titanio/fluoreto de sédio (TiF4/NaF) com
quitosana, 0 que pareceu reduzir seu efeito protetor. Os autores especularam que o TiFs/NaF
interagiu com a quitosana reduzindo sua biodisponibilidade e mencionaram que essa hipotese
precisa ser confirmada.

No presente estudo, foram observados no grupo F (controle positivo), aglomerados de
cristais espalhados pela dentina, ocluindo parcialmente os tabulos, o que pode ser atribuido a
deposicdo de CaF, (Fotografia 13B). Essa camada de cristais permaneceu apos os ciclos
erosivos na superficie dentinaria, promovendo assim uma barreira adicional com algum nivel
de protecéo, corroborando com estudos anteriores (CASTILHO et al., 2015; KUNAM et al.,
2016; SOARES et al., 2020). O mecanismo relatado para explicar a deposi¢éo de particulas é
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de que o fluoreto de sodio interage com os ions calcio da hidroxiapatita presentes na dentina,
resultando na deposicdo de cristais de fluoreto de célcio. Porém, devido ao seu tamanho
reduzido, ndo séo eficazes em promover a oclusao tubular total (CASTILHO et al., 2015;
KUNAM et al., 2016).

J& o tratamento com a suspensdo do grupo F_Col produziu um padrdo de cobertura
diferente dos outros grupos de flior. A suspensdo de colageno dispersa no gel de fltor
apresentou maior tendéncia a formar aglomerados maiores na superficie da dentina do que no
grupo controle positivo (Fotografia 13B). Isso pode ser atribuido a neutralizacdo das cargas
positivas das particulas de colageno pelos ions F". Esta formacdo de aglomerados maiores e por
toda a superficie da dentina no grupo F_Col pode ser devido a caracteristica propria da particula
de colageno hidrolisado a qual possui uma morfologia mais regular e esférica em comparacéo
com a particula de quitosana (Fotografia 11). Além disso, a superficie de colageno exposta na
dentina desmineralizada ndo é um substrato favordvel para a nucleacdo mineral devido a
polaridade e carga superficial fracas nesta condi¢do (HASHMI, 2019). Assim, a associac¢ao do
fldor com o colageno pode ter alterado a polaridade e cargas superficiais do colageno
remanescente na dentina peri e intertubular e favorecido a deposicdo e nucleacdo de particulas
que foram observadas na micrografia MEV (Fotografia 13B).

Comparando-se a quitosana com o colageno, verifica-se que a interacdo da sua
composicao e cargas elétricas com um substrato com niveis de pH éacido influencia na formacéo
de depositos e camada de superficie. A presenca de muitos grupos amino na superficie da
quitosana auxilia na geracdo de potenciais zeta positivos porque eles tendem a permanecer
protonados em niveis de pH &cido, resultando na estabilizacdo das particulas (NURUNNABI
et al., 2017). A carga sobre o colageno, por sua vez, origina-se da presenca de residuos de
aminoéacidos acidos e basicos. O ponto isoelétrico (PIE) do colageno é de aproximadamente pH
7,4. Em valores de pH abaixo do PIE, a carga geral seréd positiva conforme progressivamente
mais carboxilato € protonado (BALLANTYNE; DAVIS, 2019).

O colageno hidrolisado utilizado nas suspensdes preparadas apresenta maior solubilidade
do que o colageno nativo (LEON-LOPEZ et al., 2019). No entanto, a desvantagem do colageno
hidrolisado é que o material ndo pode formar estruturas de sustentagéo por si sé devido ao baixo
peso molecular dos peptideos (LEON-LOPEZ et al., 2019). Acreditamos que, devido & sua
composicao de aminoacidos, solubilidade e interacdo quimica com os ions F, o tratamento com
F_Col resultou na deposicdo de aglomerados de material a base de fldor enriquecido com

colageno (Fotografia 13B).
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Os efeitos positivos do colédgeno adicionado ao fluor em gel sdo clinicamente relevantes
em termos de protecdo da integridade do coldgeno dentinério. O coldgeno exposto da matriz
dentinaria apds a desmineralizacdo (erosdo ou carie) é suscetivel a degradacdo. Proteases de
bactérias e saliva ou MMPs do hospedeiro sdo conhecidas por degradarem o colageno
dentinério ao longo do tempo (KISHEN et al., 2016). Assim, fica evidente que o colageno
presente na dentina desempenha um papel relevante na prevencéo e/ou tratamento da erosao
acida. A presenca de colageno no material de tratamento também é um fator chave para uma
interacdo mais efetiva com o substrato dentinario, conforme demonstrado no presente estudo.

Os materiais preparados com coldgeno e quitosana no presente estudo sdo promissores
para aplicacbes futuras na odontologia. Comparando com o0s materiais artificiais
tradicionalmente utilizados para reparar tecidos duros humanos na clinica, como ceramicas,
ligas, etc., os materiais a base de quitosana tém custos reduzidos e melhor biocompatibilidade,
com baixa possibilidade de causar reacfes alérgicas e inflamatérias no corpo humano
(AGUILAR et al., 2019). O coldgeno também é um material com vantagens interessantes que
facilitam sua aplicacdo. As fontes de obtencdo de colageno bruto se expandiram rapidamente
onde podem ser obtidos de tecidos conjuntivos de touros, ovelhas, porcos, cavalos e humanos.
Uma variedade de métodos de solubilizacdo de colageno também foi desenvolvida
(SHEKHTER et al., 2019). O coladgeno bovino possui excelente biocompatibilidade e
bioatividade (PRESCOTT et al., 2008) e baixa imunogenicidade em humanos (SUMITA et al.,
2006).

Com relacdo ao uso de dentes bovinos nos experimentos do presente estudo, a utilizacédo
deste substrato é justificada com base na literatura. Os dentes bovinos tém sido utilizados
regularmente em estudos envolvendo erosdo e abrasdo dentaria (SOARES; DO ESPIRITO
SANTO, 2015; URURAHY et al., 2017; GOMES et al., 2018; AINOOSAH et al., 2020;
SARIALIOGLU GUNGOR; DONMEZ, 2021). A dentina bovina coronal é semelhante a
dentina humana com em relagdo ao numero e diametro dos tubulos (SCHILKE et al., 2000) e
dureza (FONSECA et al., 2008). O uso de incisivos bovinos como substitutos para dentes
humanos em estudos envolvendo erosdo / abrasdo é bem aceito porque o desgaste da dentina
em terceiros molares humanos e incisivos bovinos é bastante semelhante (WEGEHAUPT et
al., 2008; TJADERHANE et al., 2009).

Podemos considerar como uma limitacao do presente estudo o fato dos métodos analiticos
aplicados ndo serem capazes de mensurar diretamente a perda de ions na dentina. No entanto,

esta limitacdo foi contornada pelo uso da técnica de u-EDXRF, a qual avalia indiretamente a
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perda de ions. Além disso, ambos os métodos analiticos utilizados foram capazes de mostrar
claramente a influéncia dos materiais apos a erosdo na morfologia e composicao da superficie
dentinaria.

Em resumo, o presente estudo detalha uma nova abordagem de material hibrido a base de
fldor para produzir uma camada de protecdo de superficie contra a erosdo. Os materiais
mostraram um grande potencial para proteger o coldgeno dentinario. Estudos adicionais s&o
necessarios para avaliar as diferentes concentracdes de colageno e quitosana adicionados ao
fltor. E necessario avaliar o efeito dessas combinaces na recuperacdo da integridade do
colageno dentinério e na mineralizacdo da rede de hidroxiapatita presente no local. A resisténcia
da cobertura do material ndo foi avaliada apds a escovacdo simulada e torna-se uma
possibilidade de estudo futuro para somar mais informacgdes sobre a resisténcia dos novos

materiais.
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7 CONCLUSAO

No primeiro estudo, as analises de MEV e pu-EDXRF demonstraram uma maior
cobertura de superficie e menor alteracdo no conteddo mineral no material composto pela
associacdo da quitosana com fluor seguido pelo material coldgeno hidrolisado em po,
respectivamente. Os materiais a base de colageno hidrolisado e quitosana resultaram na melhor
cobertura de superficie, em diferentes graus de interagdo com a dentina radicular.

No segundo estudo, foi verificado que as particulas do pé de colageno hidrolisado
apresentaram uma morfologia mais regular e caracteristicas esféricas quando comparado com
a quitosana. Devido a sua natureza organica, a quitosana e o colageno hidrolisado apresentam
apenas um padrdo amorfo nas andlises de DRX. A presenca de mais bandas organicas no
espectro FTIR do colageno hidrolisado provavelmente resultou em uma maior interacdo deste
material com o contetdo de colageno da dentina previamente desmineralizada.

As analises de MEV e u-EDXRF evidenciaram alteracGes significantes na morfologia e
na composicdo inorganica, respectivamente, para todos os materiais ap0s a erosao simulada. Os
melhores resultados em relacdo a formacdo de camada protetora mais homogénea e de menor
desmineralizacdo na dentina foram obtidos no grupo de colageno hidrolisado com fluor seguido
da quitosana.

Os materiais a base de colageno e quitosana associados ao fluor sdo promissores em

odontologia para a aplicacdo de cobertura e protecdo da dentina radicular.
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