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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar, in vitro, empregando diferentes métodos de
analise, a acdo de superficie de alguns enxaguatdrios bucais experimentais para a
prevencao/controle da erosédo dental causada por acido cloridrico incorporando-se
diferentes principios ativos. Um enxaguatodrio bucal experimental sem aditivos, um
enxaguatorio para erosdo disponivel comercialmente, Elmex Erosion®
(AmF/NaF/SnCl,) (ELM), e um enxaguatérios acrescidos de 4 diferentes aditivos
foram testados quanto a sua capacidade de protecdo contra erosdo em um modelo
de erosdo-remineralizacdo, onde as variaveis resposta foram a alteracdo da micro e
da nanodureza e as quantidades de célcio e fosfato liberadas em solucéo,
determinadas por espectrometria de emissdo o6ptica. Os aditivos utilizados foram:
Caseina (CAS 5 g/L), Hexametafosfato de sédio (HMP 0,2 g/L), Tetrafluoreto de
titanio (TiF4; 3,4g/L) e Fluoreto estanhoso (SnF, 8,7g/L). Espécimes de esmalte
bovino foram incluidos em resina acrilica e polidos. Esses foram distribuidos nos
grupos (n=8) e ciclados da seguinte forma: (1) Imersdo em 20 ml de acido cloridrico
(HCl) a 0,01M pH = 2,4 por 10 s, (2) imersao em 20 ml de saliva artificial por 60 s, (3)
imersdo em 20 ml de solugéao teste por 30 s e (4) imerséo em 20 ml de saliva
artificial por 60 s. Este ciclo foi repetido por 3 vezes por um dia e as solucdes
utilizadas foram armazenadas para posterior avaliagdo. Para microdureza, 0s
espécimes tratados com ELM e SnF, apresentaram o0s maiores valores de dureza,
os quais foram significantemente diferentes de TiF,, que apresentou o menor valor.
O ELM, SnF;, CAS e HMP foram semelhantes estatisticamente ao C. Para
nanodureza, o TiF, apresentou menor valor médio de dureza e significantemente

diferente do C. O SnF,;, ELM, CAS e HMP apresentaram-se estatisticamente



semelhantes ao C. Na andlise de perda de célcio da ciclagem final, ELM e HMP
resultaram em menor perda de célcio e estatisticamente diferentes do C. Na primeira
imersdo, todos os grupos testados, exceto a caseina, mostraram significantemente
menor perda que o C e, na segunda, ndo foi constatada diferenca estatistica
significante. Na analise de perda de fosfato da ciclagem final, ELM e TiF,
apresentaram as menores perdas de ions, sendo significantemente diferente do C.
Na primeira e segunda imersfes, somente ELM mostrou-se estatisticamente
diferente do C. Conclui-se que o ELM, o HMP e o TiF4 protegeram a superficie de
esmalte quanto a perda de ions porém os testes de dureza ndo detectaram essa
protecao.

Palavras—Chave: Erosdo dentaria. Esmalte dental. Produtos para higiene pessoal.
Acido cloridrico. FltGior. Dureza. Fosfatos.



Oliveira, TA. Comparison of action of an oral rinse embedded with active principles to
prevention/control of dental erosion. [Dissertation]. S&o Paulo: Universidade de Sao
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ABSTRACT

The objective of this study was to compare, in vitro, using different methods of
analysis, the effect on surface of an experimental mouthrinse modified with different
active ingredients for the prevention / control of dental erosion caused by
hydrochloric acid. An experimental mouthrinse without additives, a commercially
available mouthwash for erosion EImex Erosion ® (AmF/NaF/SnClI2) (ELM) and four
mouthrinses added 4 different additives were tested for their ability to protect against
erosion in a model of erosion-remineralization, where the response variables were
the change of micro-and nanohardness and the quantities of released calcium and
phosphate in solution, determined by optic emission spectrometry. The additives
used were: casein (CAS 5 g/L), sodium hexametaphosphate (HMP 0.2 g/L), titanium
tetrafluoride (TiF4 3.4 g/L) and stannous fluoride (SnF2 8.7 g/L). Bovine enamel
specimens were embedded in acrylic resin and polished. They were ramdomily
distributed in groups (n=8) and submitted to the following cycle: (1) immersion in 20
ml of 0,01M hydrochloric acid (HCI), pH = 2.4 10 s, (2) immersion in 20 ml of saliva
artificial for 60 s, (3) immersion in 20 ml of test solution for 30 seconds and (4)
immersion in 20 ml of artificial saliva for 60 s. This cycle was repeated three times
during the same day and the solutions were stored for later evaluation. For
microhardness, the specimens treated with ELM and SnF, showed the highest
values of hardness, being significant different from TiF4 solution, which presented
the lowest value. The ELM, SnF,, CAS and HMP were statistically similar to C. For
nanohardness, the TiF4 had the lowest value of hardness, being significant different
from C. The SnF,, ELM, CAS and HMP were statistically similar to C. In the calcium
analysis after the last cycle, ELM and HMP resulted in less calcium loss, which was

significantly different from C. After the first immersion, all groups tested, except



casein, showed statistically lower calcium loss when compared to group C and there
was no difference in statistical analysis of loss of phosphate in the second. In
analysis of phosphate loss after the final cycle, ELM TiF4 showed the lowest losses
being significant different from C. After the first and the second cycles, only ELM was
statistically different from C. It can be concluded that the ELM, HMP and TiF,4 protect
the enamel surface against ions loss but the hardness tests could not detect this

protection.

Key-Words: Tooth erosion. Dental enamel. Personal hygiene products. Hydrochloric

acid. Fluorine.Hardness. Phosphates.
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1 INTRODUCAO

Durante muito tempo, a doenca carie foi considerada como o principal fator
causador das perdas de estrutura dental. Nos ultimos anos, com a fluoretacdo das
aguas de abastecimento e dos dentifricios e com 0 maior acesso aos servicos de
saude e informagéo, a incidéncia dessa doencga vem diminuindo (Attin et al., 1998).
Como resultado, observa-se uma permanéncia dos dentes na boca por um tempo
maior que no passado, tornando-0os mais suscetiveis a ocorréncias que antes nao
eram tdo frequentes, como as perdas de estrutura conhecidas como lesbes néo

cariosas (LNCs).

As LNCs podem atingir tanto a coroa quanto as raizes dos dentes, sendo
classificadas de acordo com os diferentes processos que as originaram em:
abfracdo, abraséao, atricdo, erosdo ou a combinacdo dessas (Grippo et al., 2004). O
processo de erosdo é definido como a dissolucdo quimica da superficie dental
causada por acidos nao bacterianos (Eccles, 1982). A dissolucdo quimica dos
dentes ocorre tanto pela acdo dos ions hidrogénio derivados de acidos fortes e
fracos ou por anions, que podem se ligar ou complexar ao calcio do dente.

A erosédo dental pode ser classificada de acordo com sua origem: como
erosdo de origem intrinseca ou extrinseca (Lussi, 1996). As lesdes de erosdo de
origem extrinseca formam-se por meio de consumo excessivo de &cidos advindos
da dieta, tais como os provenientes de sucos, frutas, vinho, energéticos, medicacdes
entre outros (Zero, 1996). As lesBes de origem intrinsecas sao formadas pelo acido
provenientes do suco gastrico e ocorrem quando O paciente apresenta vomitos
recorrentes ou distlrbios gastricos como refluxo, hérnia de hiato e bulimia
(Scheutzel, 1996; Bartlett, 2006). Quando a leséo de eroséo € de origem intrinseca,
0 acido que age no processo € o cloridrico, originado do aparelho digestivo. O suco
gastrico puro, quando alcanca a cavidade bucal, tem o pH aproximado de 1,5
(Young; Tenuta, 2011).

A saliva tem sido considerada o fator biolégico protetor mais importante no
processo de erosdo dental. Esse fluido tem a capacidade de agir diretamente sobre
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os acidos erosivos causando a sua diluicdo, limpeza, netralizacéo e tamponamento.
Ela também forma a pelicula adquirida, uma membrana de protecdo sobre a
estrutura dental, além de reduzir a taxa de desmineralizacdo e aumentar a de
remineralizacdo, fornecendo célcio, fosfato e fllor tanto para lesbes de esmalte

quanto para as de dentina (Hara et al., 2006).

Evidéncias sugerem que a prevaléncia de erosao dental vem aumentando em
varios paises (Nunn et al., 2003; El Aidi et al., 2010; Bardolia et al., 2010). Nos
altimos anos, o enorme numero de estudos sobre erosdo dental demonstra a
necessidade de melhor entendimento do processo de desenvolvimento da leséo,

assim como de medidas preventivas, para o controle e tratamento deste problema.

Apesar do grande numero de pesquisas, existem poucas alternativas
eficientes de tratamento e prevencdo dessa condicdo. Para a erosao de origem
extrinseca, existe a possibilidade de a fonte acida causadora ser eliminada ou
controlada. No entanto, para a erosao de origem intrinseca, o controle € muito mais
complexo, ja que ndo ha como remover os acidos provenientes do aparelho
digestivo. Em muitos casos resta ao clinico restaurar a perda da estrutura dental,
sendo necessario buscar métodos que possam controlar ou prevenir a evolucdo da

lesao.

Varias substancias tém sido sugeridas pela literatura com o objetivo de

diminuir, controlar e remineralizar lesdes de erosao.

A caseina, uma proteina derivada do leite, e, alguns de seus derivados, como
os fosfopeptideos de caseina (CPP), sdo amplamente pesquisados com relacdo a
sua acao protetora contra a erosao dental. Acredita-se que esta proteina forme uma
pelicula protetora em volta dos tecidos duros dentais, protengendo-os contra a

desmineralizagao.

O hexametafosfato de sodio (HMP) vem sendo utilizado na inddstria como
agente para evitar a formacdo do célculo dental, porém estudos mostram que este
composto também tem grande utilidade na prevencéo da erosdo dental. Acredita-se
gque o HMP liga-se ao calcio na superficie dental também formando uma barreira

fisica protetora contra ataques acidos (Hooper et al., 2007).
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Varios tipos de compostos de flior vém sendo testados com essa finalidade.
Dentre os fluoretos mais utilizados estéo o fluoreto de sdédio (NaF), fluoreto estanho
(SnF,) e o tetra fluoreto de titanio (TiF4), que demonstraram diferentes niveis de
protecdo. Nesse contexto, resultados muito promissores foram obtidos com o TiF4 e
o0 SnF2 (Hove et al., 2006; Hove et al., 2007; Schlueter et al., 2007).

Tendo em vista os resultados promissores com 0 uso desses compostos na
prevencdo da erosdo dental, elaborou-se a hipdtese desse trabalho, na qual a
incorporacdo desses principios ativos a um enxaguatorio bucal pode ser um
alternativa para pacientes com lesfes de erosao, principalmente os que possuem
lesbes de origem intrinseca, inclusive o0s assintomaticos, os quais nao tem
disponiveis muitas op¢des de tratamento para sua condicdo e que poderiam utilizar
esses bochechos antes e apés os episddios de vomitos para reduzir a perda de

estrutura dental.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Erosao Dental

As perdas de estrutura dental ndo cariosa sao causadas por processos como
abrasdo, atricdo, abfracdo, reabsorcdo e erosdo, podendo ser de origem
multifatorial. Em uma classificacdo mais atual, Grippo et al. (2012), divide os fatores
modificantes das LNCs em salivares (capacidade tampao, fluxo, viscosidade, pH e
composicdo) dentais (composicdo, forma, estrutura, mobilidade, remineralizacéo,
formato do arco), faces (vestibular, lingual e oclusal), habitos nocivos, dieta
(composicéao, frequéncia e bebidas acidas), questées médicas e modos de aplicacdo
de forgas.

As LNCs devem ser designadas, ndo somente por um Unico mecanismo de
acao, mas sim por um complexo mecanismo de interacao entre degradacao quimica,
forcas oclusais e friccdo, devendo ser consideradas toda a etiologia e fatores
modificantes antes de fazer-se o diagnostico completo e iniciar o tratamento (Grippo
et al., 2012).

Erosdo dental € a perda de estrutura dental resultante de um processo
quimico de dissolucao acida que nao envolve acidos de origem bacteriana (ten Cate;
Imfeld, 1996; Imfeld, 1996; Moss, 1998). Essa condi¢cdo tem etiologia multifatorial
pela interacdo de fatores quimicos, biolégicos e comportamentais (Lussi et al.,
2004). Alguns autores (Grippo; Simring, 1995) classificam esse termo como
inadequado e sugerem 0s termos corrosdo ou estresse corrosivo como sendo

melhores descritores dos efeitos quimicos dos acidos nos tecidos duros dentais.

Os fatores quimicos estéo ligados ao pH, capacidade tampao, tipo de acido,
adesdo, propriedades quelantes e concentracdo de ions (Lussi et al., 2004); os
fatores biolégicos estdo ligados as caracteristicas do proprio individuo como

anatomia e oclusdo dental e saliva (fluxo, composicéo, pelicula adquirida) (Hara et
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al., 2006), ja os fatores comportamentais estdo relacionados ao modo de vida do
individuo como ingerir bebidas acidas e escovar os dentes em seguida, consumo

excessivo de bebidas acidas e etc (Lussi; Jaeggi, 2006).

A erosao dental pode ser classificada de acordo com sua origem: como
erosdo de origem intrinseca ou extrinseca. As lesdes de erosdo de origem
extrinseca formam-se a partir de acidos advindos da dieta tais como: sucos, frutas,
vinhos, energéticos e medicacdo (Zero, 1996; Lazarchik; Filler, 1997), além de
fatores ambientais, biol6gicos e socioeconémicos (Mahoney; Kilpatrick, 2003; Lussi;
Jaeggi, 2006).

As lesBes de origem intrinsecas sao formadas por acidos provenientes do
suco gastrico e ocorrem quando o0 paciente apresenta vOmitos recorrentes ou
disturbios gastricos como refluxo, hérnia de hiato, bulimia e anorexia (Scheutzel,
1996; Bartlett, 2006). Quando a lesdo de erosdo é de origem intrinseca, o acido que
age no processo € o acido cloridrico, originado do aparelho digestivo. O suco
gastrico puro tem o pH entre 0,9 e 1,5 (Young; Tenuta, 2011), porém o pH do suco

gastrico regurgitado é de aproximadamente 2,0 (Demeester et al., 1976).

Os ions de hidrogénio (H") podem reagir com os cristais de mineral dos
dentes, tanto pela ligacdo com os ions de carbonato, e hidroxilas, quanto de fosfato
causando sua dissolucdo (Featherstone; Lussi, 2006; Bartlett, 2006). O pH é o fator
dominante para a dissolucdo (Barbour et al., 2011). Durante a eroséo por acido e /
ou agentes quelantes, estes agentes interagem com a superficie dos cristais de
minerais, mas apenas depois de difundirem-se através da placa (se houver), atraves
da pelicula, e através do revestimento de proteina / lipidio sobre os cristais

individuais préprios (Featherstone; Lussi, 2006).

O esmalte dental é formado por uma hidroxiapatita muito reativa. Alguns ions
calcio sdo substituidos por outros ions metdlicos, e hidroxilas por flior, porém a
maior substituicdo ocorre com o fosfato, que pode ser substituido por carbonatos em
proporcdes diferentes de 1:1, desestabilizando a estrutura (Featherstone; Lussi
2006).

A erosdo quimica dos dentes ocorre na presenca de H* derivados de acidos

fortes e fracos, ou anions que podem se ligar ou complexar o célcio (quelantes). No
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caso do acido cloridrico (HCI), este dissocia-se em agua em H* e CI (cloreto), onde
os ifons H' atacam diretamente os cristais de mineral da estrutura dental
dissolvendo-os por combinacdo com os carbonatos e/ou fosfatos, liberando os ions
da regido superficial do cristal. Ja o acido citrico quando em meio aquoso forma uma
mistura de fons H*, anions e moléculas acidas nido dissociadas, que protelam sua
acdo. Porém deve-se considerar que além do efeito desmineralizador do H*, ha o
efeito do citrato que age complexando o calcio da superficie do cristal (Featherstone;
Lussi, 2006).

Morfologicamente, as lesbes de erosdo tém inicialmente uma superficie
“amolecida” e brilhante, e, com sua progressdo, as areas convexas dos dentes
tornam-se planas e podem ocorrer concavidades com largura maior que a
profundidade (Ganss; Lussi, 2006). Nas faces vestibulares, as lesdes sao

caracterizadas por borda gengival intacta (Lussi et al., 2004).

2.1.1 Erosao por &cidos extrinsecos

Em 1984, Birkhed avaliou o efeito de diferentes bebidas &cidas (coca-cola,
gatorade e sucos de laranja) sobre a placa dental, demonstrando que apesar de os
efeitos relacionados a cariogenicidade desses alimentos serem semelhantes, a

forma de consumo da coca-cola influenciava na queda do pH bucal.

Jarvinen et al. (1991) realizaram um estudo com pacientes, sendo que 106
desses pacientes apresentavam lesdes de erosao e 100 eram isentos. Neste estudo,
os individuos eram questionados quanto a dieta e histérico médico. A saliva
estimulada e ndo estimulada era coletada e o pH, a quantidade de célcio e fosfato e
proteinas dessa saliva eram determinados. Os autores observaram uma associagao
entre os fatores erosdo dental e o consumo de sucos citricos por mais de duas
vezes ao dia e vinagre de maca, refrigerante ou bebidas isotbnicas diariamente.
Pacientes que apresentavam vomitos, distlrbios gastricos ou baixo fluxo salivar ndo

estimulado demonstraram ter alto risco de erosao.
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Moazzez et al. (2000) investigaram a relacao entre erosédo dental pH e habitos
de ingestdo de bebidas em um grupo de adolescentes. Assim, 11 pacientes com
erosdo e 10 controles sem a doenca tiveram o pH da superficie de 4 de seus dentes
medidos antes, durante e apds a ingestdo de 330 ml de uma bebida a base cola. O
fluxo salivar, a maneira e o tempo em que a bebida foi ingerida foram também
analisados. Os resultados mostraram que o0s adolescentes que apresentavam
erosdo bebiam mais refrigerante que os outros e o faziam diretamente da lata.
Também o pH permaneceu mais baixo por mais tempo nos incisivos desses
pacientes que nos que ndo apresentavam erosdo dental. Concluiram que o padréo
do pH bucal foi diferente entre os 2 grupos de pacientes analisados ap0s a ingestao

das bebidas acidas, o que influenciaria o padrdo de erosédo nestes pacientes.

Em 2005, Hanning et al., investigaram os efeitos erosivos de diferentes acidos
(citrico, mélico, latico, tartarico, oxalico, acetico e cloridrico), com valores de pH de
2,0, 2,3 e 3,0. Espécimes de esmalte bovino foram imersos nesses acidos de 1 a 5
min. A dissolucdo do esmalte foi quantificada pelo contetdo de célcio presente em
soluc@o apods o desafio acido. Esses &cidos também tiveram a sua titulacdo &cida
determinada. Os resultados demonstraram que o &cido latico foi o mais erosivo e
gue a acao de todos os acidos (exceto oxalico) foi pH — dependente. Concluiram que
durante um curto tempo de exposicdo, com pH constante, os efeitos erosivos
dependem principalmente do pH e do tipo de &cido utilizado, porém ndo dependem

da quantidade de titulacédo acida.

White et al. (2010) compararam o efeito do desafio erosivo com acido citrico
em diferentes tempos de 2 s a 1 h. No teste de nanoendentagdo a medicéo foi
realizada nos tempos de 2 a 60 s de exposicdo ao acido e para o teste de
perfilometria foram utilizados os tempos de 1 a 60 min de exposicédo ao acido sobre
0 esmalte humano e o bovino. A nanoendentacéo, que foi utilizada para medir a
desmineralizagcdo do esmalte, demostrou haver um “amolecimento” estatisticamente
significante da superficie apés 2 s (humano) e 5 s (bovino), também puderam
constatar que nao houve diferencas significativas de reducdo de dureza para os 2
substratos utilizados (humano e bovino) em qualquer ponto. A perfilometria mostrou
que a perda de estrutura de esmalte foi significativa apés 20 min (humano) e 10 min
(bovino). A perda em tecido de esmalte bovino progrediu 30% mais rapido que em

humano.Os autores concluiram que o esmalte bovino pode ser utilizado como
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substituto ao humano em estudos de erosdo moderados, com a ressalva de que a
exposicdo ao acido em tempos moderados tem progressao 30% mais rapida. A
nanoendentacdo pode ser utilizada para determinar a dissolucdo do esmalte em

escalas de tempo comparaveis ao tempo de permanéncia de bebidas no meio bucal.

2.1.2 Eroséo por acidos intrinsecos

Pacientes que sofrem de distlrbios alimentares estdo classificados como
grupo de alto risco de desenvolvimento de erosédo dental (ten Cate; Imfeld, 1996;
Bartlett et al., 1996). Em um recente estudo, Johansson et al. (2012) descreveram
uma divisdo das desordens alimentares em trés categorias diferentes. A anorexia
nervosa € caracterizada por subpeso e restricdo alimentar. A bulimia nervosa é
caracterizada por um abuso na alimentacdo que € compensado pelo vémito
induzido, uso de laxantes e excesso de exercicios fisicos. A terceira desordem
alimentar ndo é claramente definida, mas parece ser uma mistura heterogénea da

anorexia e da bulimia.

O refluxo gastroesofagico foi definido por um grupo de consenso global (Vakil
et al., 2006) como sendo uma condi¢do que se desenvolve quando o refluxo do
contetdo do estdbmago causa sintomas incébmodos ou reacdes. Em um recente
estudo clinico utilizando 108 pacientes, sendo 54 portadores de desordens
alimentares e 54 utilizados como controle, Johansson et al. (2012) observaram que a
severidade da lesdo de erosdo dental foi 5,5 vezes maior no grupo que possuia

algum distarbio alimentar em relagdo ao grupo controle.

Em 1994, Meurman et al. investigaram as manifestacdes bucais e dentais de
pacientes com refluxo gastroesofagico em 117 pacientes. Nenhuma alteracdo na
mucosa oral pode ser observada em relacdo ao refluxo. A severidade do refluxo foi
mais marcante em pacientes com erosao dental e os parametros salivares nao
demonstraram diferenca estatistica. O refluxo severo por longo tempo foi

bY

considerado como sendo parcialmente lesivo a estrutura dental, levando-se em
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consideracdo que formas mais leves da doenca ndao causaram necessariamente

efeitos colaterais nos dentes.

Bartlett et al. (1996) observaram que condicdes como anorexia e bulimia
nervosa, alcoolismo e desordens gastricas causam erosao na regido palatina dos
dentes. O fator comum a todas essas condicOes é o papel desempenhado pelo
estbmago e esbéfago na movimentagdo do acido, sendo que em alguns pacientes
esse movimento torna-se crénico podendo provocar dor. Também Scheutzel (1996)
estudou a erosao de origem intrinseca constatando que esta é causada pelo acido
gastrico que alcanca a cavidade bucal e os dentes como resultado de vomito. As
manifestacdes clinicas dessa erosdo s6 sao percebidas apds uma acao regular por

varios anos do acido.

Bartlett e Coward, em 2001, compararam o efeito erosivo do suco gastrico
(pH 2,92 e titulagdo 0,68 ml) com o efeito de um refrigerante de cola (pH 2,45 e
titulacdo 0,29 ml) sobre o esmalte e a dentina. Para tanto, os espécimes foram
imersos em 2 ml dos respectivos acidos por 2 minutos, seguidos por lavagem com
agua totalizando 9 ciclos. A quantidade média de calcio liberado nas solu¢des foi
calculada para o suco gastrico (69,6 pl™ para o esmalte e 62,4 pl™ para a dentina) e
o refrigerante (18,7 pl* para esmalte e 18,6 pl* para a dentina). Os autores
concluiram que o suco gastrico tem maior potencial erosivo que o refrigerante de

cola.

Em 2004, Jensdottir et al. determinaram a prevaléncia de erosdo dental em
jovens adultos islandeses (19 a 22 anos) e pacientes com refluxo gastroesofagico A
prevalencia foi também relacionada ao consumo de bebidas acidas. 80 pacientes
responderam a um questionario detalhado sobre o seu consumo de bebidas e
passaram por exame clinico. A erosdo recebeu “scores” para incisivos e molares
separadamente. Os autores constataram que nao havia diferenca na prevaléncia de
erosdo dental entre os 2 grupos, e que a prevaléncia de erosao nos pacientes com
GORD foi baixa. Porém, quando combinados o0s 2 grupos. Foi encontrado um risco 3
vezes maior de erosdo em molares e incisivos para jovens que bebiam refrigerante
de cola 3 ou mais vezes durante a semana. Concluiram que a frequéncia de
consumo de refrigerantes de cola é um forte fator de risco no desenvolvimento de

erosao dental.



22

Em um estudo de reviséo de literatura realizado no ano de 2008, Pace et al.
puderam constatar que a erosdo dental € a manifestagcdo oral mais presente em
pacientes com disturbios gastroesofagicos, sendo a face lingual a mais afetada.
Levando-se em conta a prevaléncia da erosdo dental, esta mostrou - se 50% maior

em pacientes com disturbios gastroesofagicos do que na populacdo em geral.

Além da desmineralizacdo causada pelo acido cloridrico, pacientes com
distarbios gastricos apresentam o agravante da liberacdo de enzimas estomacais.
Schlueter et al. (2010a), em um estudo realizado com dentina humana através de
ciclagem des-remineralizante com acréscimo de enzimas estomacais, puderam
constatar que a acdo combinada entre a pepsina e a tripsina intensifica a eroséo
dentinaria in vitro, o0 que poderia ser uma razao para a rapida progressdo do

processo de erosédo nesses pacientes.

Tantbirojn et al. (2012) desenvolveram um estudo clinico longitudinal para
analisar a perda de estrutura dental em pacientes com o refluxo gastroesofagico.
Neste estudo, os autores avaliaram clinicamente 12 voluntarios que possuiam o
distarbio e compararam com 6 participantes controle. Para tanto, as avaliacdes
clinicas foram feitas no momento inicial e apds 6 meses. O resultado mostrou que a
média de volume perdido por participante e por dente foi maior que a média do
grupo controle, sendo que 9 entre os 12 participantes com refluxo apresentaram no
total 38 dentes com perda de estrutura resultantes de erosdo. Tanto os dentes
anteriores quanto posteriores eram afetados e a perda oclusal por erosao era duas

vezes maior quando combinada com atricao.

2.2 Pelicula Salivar

A pelicula salivar comeca a ser formada assim que o dente erupciona na
cavidade bucal. Ela pode ser removida, mas € constantemente regenerada ao longo

da vida. Esta pelicula é derivada de proteinas e lipidios da saliva presente no meio
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bucal, tendo a capacidade de se aderir a superficie dental e formar uma barreira de
difusé@o, que protege contra o ataque acido (Mandel, 1989).

Segundo ten Cate e Imfeld (1996), no ambiente bucal, a saliva possui um
importante fator protetor, inibindo ou diminuindo a eroséo dental. O aumento do fluxo
salivar pode ser induzido pelo acido que estimula as glandulas salivares. A saliva por

sua vez pode neutralizar os acidos através de sua capacidade de tamponamento.

A saliva é um dos fatores modificadores biolégicos mais importantes na
modulacdo do processo de erosdo, pois além de limpar, diluir, neutralizar e
tamponar os acidos, ela também é responsavel por manter a supersaturacdo de
calcio e fosfato ao redor do dente. Também pode formar a pelicula adquirida que
funciona como um filme protetor contra a acdo dos acidos. Também contém calcio,

fosfato e flior que s@o necessérios no processo de remineralizacdo (Moss, 1998).

Varios estudos tém mostrado que a formacdo da pelicula salivar é uma
condicao desejavel para promover protecdo contra a erosdo dental (Hanning; Balz,
2001; Hanning et al., 2003; Hanning et al., 2004; Hanning et al., 2005; Hove et al.,
2007a; Hove et al., 2007b; Wang et al., 2011).

Hove et al. 2007a e Hove et al. 2007b demonstraram, em um estudo in vitro,
gue o efeito protetor contra a desmineralizacdo do TiF, em esmalte submetido a
ciclagem por erosdo é aumentado na presenca de pelicula salivar. Normalmente,
em superficies lisas (as mais afetas por erosdo) had pouca ou nenhuma placa
bacteriana, isto faz com que a pelicula salivar seja a primeira barreira contra a

erosao (Featherstone; Lussi, 2006).

Para Hara et al. (2008) a saliva pode afetar o processo de eroséo-abraséo
dental, reduzindo a desmineralizagdo, aumentando a remineralizagdo, e agindo
como lubrificante. Os autores realizaram um estudo onde testaram o efeito de
substitutos da saliva humana em um modelo de ciclagem de erosédo, abraséo,
projetado para esmalte e dentina radicular. Espécimes foram divididos
aleatoriamente nos seguintes grupos: (1) saliva artificial, (2) saliva artificial + mucina,
(3) agua deionizada (controle negativo), e (4) saliva humana. Cada grupo foi
submetido a um ciclo de 5 min em 1% de acido citrico (pH=3,75), seguido por 30 min

nas solucdes de teste, e escovacado com dentifricio fluoretado (1100 ppm de NaF).
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Este ciclo foi repetido 3 vezes por dia, durante 3 dias. A perda de substrato foi
medida diariamente por meio de perfilometria 6ptica. Os resultados mostraram haver
um aumento significativo de perda de esmalte e de dentina para todos os grupos. Ao
final do estudo, o desgaste de esmalte para cada grupo foi classificado em escala da
menor perda para a maior como: saliva artificial < saliva artificial + mucina e saliva
humana < agua deionizada, com saliva artificial + mucina ndo diferindo de saliva
humana estatisticamente. Para a dentina, os grupos saliva artificial e saliva artificial
+ mucina nao diferiram entre si e nem do grupo agua deionizada, porém mostraram
desgaste significativamente maior do que o grupo saliva humana. Concluiram que a
saliva artificial com mucina mostrou um bom potencial como substituto para a saliva
humana no modelo de ciclagem de eroséo-abrasdo. Para dentina, nenhuma das

salivas artificiais comportou-se de forma semelhante a saliva humana.

Hanning et al., em 2009, realizaram um estudo in situ com o objetivo de
investigar alteracBes ultraestruturais, bem como as propriedades de protecdo da
camada de pelicula durante o consumo de bebidas &cidas. Para o estudo,
espécimes de esmalte bovino foram fixados em aparelhos individuais nas regides
vestibular e palatinas e, a seguir, expostos nas cavidades orais de trés individuos,
durante 120 min. Apds, os individuos ingeriram suco de laranja, coca-cola light ou
sprite light. Metade dos espécimes foi removida do aparelho, enquanto a outra foi
exposta aos fluidos orais por mais 120 min. O esmalte bovino foi entdo avaliado
através da microdureza Knoop de superficie. Além disso, a ultraestrutura da pelicula
foi avaliada por microscopia eletrbnica de transmissdo (MET). Os autores
observaram que durante o consumo rapido de bebidas &cidas, os efeitos erosivos no
esmalte bovino revestido pela pelicula s&o moderados e os efeitos causados pelos
sucos parecem ser menos prejudiciais, em comparagdo com os refrigerantes de
baixo pH. Concluiram que a formagdo da pelicula pode influenciar no processo de

remineralizacéo, através do preenchimento das lacunas erodidas com proteinas.

Para Bruvo et al. (2009) as proteinas salivares exercem efeito protetor para os
dentes contra o processo de desmineralizacdo, 0s quais as estruturas dentais sao
submetidas, por meio da formacdo de uma pelicula. No entanto, estes autores
afirmam que pouco se sabe sobre as variagbes que 0 género e a etnia podem
exercer sobre esse efeito protetor. Portanto, com o objetivo de determinar se estes

fatores possuem influéncia no efeito dessa pelicula, foi realizado um estudo com 10
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jovens escandinavos e 10 jovens ndo-escandinavos, onde blocos de esmalte bovino
previamente revestidos com proteinas salivares (parétida e submandibular), por 12
h, foram expostos a uma solucao acida. A microdureza de superficie de esmalte foi
realizada antes e apd6s a exposicdo. Os resultados mostraram que as peliculas
formadas a partir de proteinas salivares de ndo-escandinavos obtiveram melhores
resultados quanto a protecdo do esmalte quando comparadas as peliculas de
escandinavos (p<0,001). Dentro dos grupos, os efeitos protetores da pelicula salivar
da parotida e submandibular eram semelhantes. Individuos com alta protecdo de
peliculas de saliva da par6tida também tiveram alta protecdo de peliculas de saliva
submandibular. Os autores concluiram que varia¢des individuais podem influenciar
na protecdo que a pelicula exerce contra desafios erosivos e que tais variacoes

parecem néo ser devido a diferencas de um Unico componente de proteina.

Hemingway et al., no ano de 2010, realizaram um estudo in vitro com o
objetivo de investigar os efeitos de duas proteinas (caseina e ovalbumina) sobre a
erosdo em esmalte dental humano. Os autores mensuraram a erosao por meio de
perfilometria sem contato. Neste estudo foram utilizadas solu¢des de &cido citrico
(pH 2,8), maléico (pH 3,2), lactico (pH 3,8) e cinco refrigerantes comercialmente
disponiveis para o desafio erosivo. Antes, 0s espécimes foram expostos a saliva
humana por 2 horas para a criacdo da pelicula salivar. Os autores utilizaram 2 tipos
de saliva (congelada e fresca). A caseina e a ovalbumina foram adicionadas as
solucBes de acido e aos refrigerantes em uma concentracédo de 0,2% em peso por
volume. A ovalbumina reduziu o potencial erosivo de algumas solugdes, mas a
magnitude da reducao foi menor do que a caseina. Uma maior reducao no potencial
de eroséo foi observada no acido citrico quando comparada aos acidos maléico ou
latico. Ndo houve diferenca entre a saliva congelada e a fresca. Os autores
postularam que o mecanismo de prote¢cdo da caseina e da ovalbumina envolve
adsorcao destas proteinas com a pelicula ou a superficie do esmalte, formando um
filme de proteina com melhores propriedades inibidoras da erosdo. Em conclusao, a
caseina e, em menor extensao, a ovalbumina mostraram grande potencial anti-

erosivo como aditivos de bebidas.
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2.3 Métodos de Controle da Erosao Dental

2.3.1 Caseina

O leite possui além de célcio e fosfato, compostos como a caseina e outras
proteinas que sdo considerados fatores cariostaticos e anticariogénicos (World
Health Organization, 2003). Segundo Aimutis (2004) o leite possui 2 grupos maiores
de proteinas, distinguidos por sua solubilidade: a caseina (insolavel) e proteinas
pesadas (soluveis). A caseina responde por 80% do total de proteinas do leite e tem
como fungéo formar um complexo micelar de estabilizacdo do calcio e fosfato. S&o
relativamente hidrofébicas e, os produtos que contém caseina ou seus derivados
tém mostrado acdo na reducdo da desmineralizacdo em esmalte e favorecimento da

remineralizacao.

Pearce e Bibby (1966b), com o objetivo de comparar as propriedades de
adsorcado de varias proteinas, incluindo a caseina, no esmalte bovino em condi¢cdes
idénticas, adicionaram 400 mg de esmalte bovino em p6 em 3ml de solu¢des com
diferentes tipos de proteinas e um controle (sem esmalte). Estes foram colocados
em tubos, hermeticamente fechados, mantidos em banho de agua por 1 hora e,
posteriormente, centrifugados em intervalos de 10 minutos. Apds esse processo a
guantidade de proteina adsorvida era medida. Os resultados em relacdo a caseina
mostraram que ela foi adsorvida em maior quantidade no esmalte. Esta também
produziu um efeito hidrofébico pronunciado no esmalte (particulas expostas a essa
proteina flutuando na agua por varios dias antes de afundar). O fato de proteinas de
alto peso molecular ter maior adsorcdo ao esmalte pode ser a explicacdo para 0s

melhores resultados terem sido encontrados com a caseina.

Em seguida, estes mesmos autores (Pearce; Bibby, 1966a) resolveram testar
os efeitos sobre as proteinas causados pelo tempo, area de superficie, pH e alguns
ions no esmalte bovino. Os resultados mostraram que aproximadamente 50% da

caseina adsorvida no esmalte em uma hora € adsorvida nos 2 primeiros minutos e
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que essa adsor¢do cresce conforme cresce o tamanho da particula de hidroxiapatita.
Com relacdo ao pH, a adsorcao foi menor em pH 8,0 e teve uma tendéncia geral de

aumentar conforme o pH diminuia.

Em 1987, Reynolds testou a habilidade de prevencéo da desmineralizacédo da
subsuperficie de esmalte bovino e mudanca na composicdo da placa pela caseina
em um modelo intra-oral. Para tanto foi utilizado um aparelho removivel contendo
blocos de esmalte bovino simulando as areas proximais com formacdo de placa
supragengival. Enquanto alguns foram expostos a solu¢cfes de acucar e salinas,
outros foram expostos a solu¢cdes de acucar e caseina. O caseinato de sodio a 2%
preveniu a desmineralizacdo subsuperficial por um periodo de 10 dias, a prevencao
também foi notada quando ocorriam 2 exposi¢cdes a varias fracbes de caseina por
dia. A habilidade da caseina e peptideos tripiticos em prevenir a desmineralizacédo
do esmalte estava relacionada a sua incorporacdo na placa, aumentando assim o
fosfato de calcio na placa e a capacidade tampao do acido e indiretamente o

catabolismo da bactéria da placa.

Ainda Reynolds no ano de 1997, estudou in vitro a remineralizacdo de lesdes
de subsuperficie de esmalte por meio de solucdes de fosfopeptideo de caseina
(CPP) estabilizado por fosfato de calcio (ACP). Esse autor investigou o efeito
remineralizador desse composto, a sua concentracdo e o pH. Para tanto, espécimes
com lesdes de esmalte foram remineralizados por 10 dias, em seguida, foram
seccionados e submetidos a microrradiografia e microdensitometria. Os resultados
mostraram que a capacidade de remineralizagdo foi maior nas solugbées com o0s
niveis mais elevados de CPP estabilizado livre de ions célcio e fosfato. A
remineralizacao foi significantemente correlacionada com a perda de saturagcéo para
o fosfato de dicalcio diidratado. O CPP estabilizado pelo fosfato de calcio em
solugdo mantém uma concentracdo alta de gradientes de ions célcio e fosfato e
pares de ions para a lesdo de subsuperficie e, portanto, proporciona altas taxas de

remineralizagdo do esmalte.

Em 2001, Grenby et al., caracterizaram e investigaram in vitro 0s
componentes anti-carie existentes no leite e seus derivados e descobriram que a
remocao de lactose, gordura, caseina e outras proteinas tiveram pouca influencia no

efeito protetor das fracBes do leite. Ainda mostraram que além de calcio e fésforo, o
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leite possui outros fatores protetores poderosos, os quais foram identificados como

fracdes de “proteose-peptona’

Hay e Thomson (2002) fizeram um ensaio clinico com o objetivo de comparar
a eficacia na prevencéo de carie de uma solucdo de derivados de caseina acoplados
com calcio e fosfato (CP-CD) com um enxaguatério com 0,05% de NaF em
individuos com disfungéo salivar. A incidéncia de carie coronéria foi maior no grupo
NaF que no CP-CD, porém ndo foi encontrada diferenga estatistica. Os autores
hipotetisaram que os CP-CDs sdo uma promessa como agentes preventivos de
carie para individuos com boca seca, porém outros estudos eram necessarios para

uma conclusao definitiva.

Com a intencdo de comparar os efeitos dos produtos a base de leite na
solubilidade &cida do esmalte, Weiss e Bibby (1996a) utilizaram blocos de esmalte
bovino que passavam por 2 processos de desmineralizacdo iniciais seguidos pelo
tratamento com os produtos a base de leite (leite fresco pasteurizado, natural, leite
em po integral e desnatado, nata e soro). Na primeira descalcificacdo, os blocos
eram imersos em 20 ml de 4cido acético a 0,1M, pH = 4,0 por 15 min, e, em seguida,
esses eram lavados e secos. Na segunda, a descalcificagdo ocorreu da mesma
foram que na primeira, porém 0s espécimes eram submetidos anteriormente a uma
imersdo em 20 ml do tratamento teste por 15 min, sob agitacdo. Uma terceira
descalcificacdo era feita apds os blocos serem lavados por 1 min. O leite de vaca
reduziu a solubilidade do esmalte em mais de 20%, independente de sua condi¢cao
(pasteurizado, fresco, integral ou desnatado). Comparando o efeito individual dos
constituintes do leite na solubilidade do esmalte, a caseina foi a Unica que produziu
reducao significante da solubilidade. Estes mesmos autores (Weiss; Bibby, 1966b),
ao investigar o efeito de proteinas na solubilidade do esmalte em solugcdes acidas,
perceberam que concentracbes menores que 0,05% de caseina reduziram a
solubilidade do esmalte e que a associagdo com calcio e fosfato parece ser

benéfica.

Kawasaki et al. (1999), desenvolveram um método para investigar a
molhabilidade de superficies de hidroxiapatita cobertas por proteinas. Os resultados
mostraram que o mecanismo de adsorcdo das proteinas, incluindo a caseina, a

superficie dental esta ligado a concentracdo e ao tempo empregados. Sendo assim,
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0 tempo necessario para a adsor¢cdo e rearranjo dessa camada formada pelas

proteinas € grande quando a concentracdo de caseina é pequena e vice - versa.

Com o objetivo de investigar o efeito da caseina como potencial aditivo na
reducdo da eroséo dental provocada por acido citrico, Barbour et al. (2008) utilizou
discos de hidroxiapatita que passaram ou ndo por processo de formacéo de pelicula
salivar, e 2 solugdes de &cido citrico: 0,3% sem aditivo e e esse &cido com 0,02%
com caseina, em diferentes pHs (2,8; 3,0; 3,2; 3,4 e 3,6). Os autores também
testaram solucbes de &cido citrico com o mesmo pH (3,2) com diferentes
concentracdes de caseina (0,002; 0,02 e 0,2%). A solucdo de acido citrico 0,02%
com pH = 3,2 foram adicionadas varias concentracbes de cloreto de célcio
dihidratado (5, 10, 20 e 50mM). Em todos os pHs testados, a adicdo de caseina
0,02% reduziu cerca de 54% a dissolucdo da hidroxiapatita e a concentracdo de
caseina ndo afetou a taxa de dissolucéo, respectivamente. A adicdo de caseina e de
calcio (5 e 10mM) provocou reducdo de 60-70% a taxa de dissolucdo. A pelicula
salivar influenciou positivamente na reducdo da dissolucdo da hidroxiapatita.
Concluiram que a reducdo na taxa de dissolucao esta relacionada a adsorcdo da
caseina na superficie da hidroxiapatita, que estabilizou o cristal e inibiu o

desprendimento dos ions.

Hemingway et al. (2010) estudaram os efeitos de duas proteinas alimentares
comuns (caseina e ovalbumina) no esmalte humano como agentes anti-erosivos. A
erosao foi mensurada por perfilometria éptica. Os &cidos utilizados foram o citrico,
malico e latico nos seguintes valores de pH = 2,8, 3,2 e 3,8, e 5 refrigerantes, na
presenca de pelicula salivar. Concentracbes de 0,2% das proteinas foram
adicionadas as solucdes acidas e foram comparadas com as solugées sem aditivos.
Os espécimes foram imersos em 100 ml de solucédo por 10 min, sob agitacdo. Os
resultados mostraram que a caseina reduziu significantemente a erosao em todas as
solugdes nas quais ela foi adicionada. Nos valores de pH 2,8 e 3,2 a caseina reduziu
mais a erosdo do que a ovalbumina. Os efeitos das subfracdes da caseina testadas
em acido citrico pH 3,2 foram iguais aos encontrados para a caseina total. Uma
reducdo proporcional da eroséo foi encontrada para o acido citrico, mas ndo nos
acidos malico e o latico. Os autores postularam que o mecanismo protetor da das
proteinas envolve a sua adsorcao de proteinas a pelicula ou & superficie de esmalte,

formando um filme proteico com propriedades de inibicdo de erosdo aumentadas. O
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ion citrato pode desempenhar um papel estabilizador ativo, visto que a reducéo da
erosdo foi menor do que para os outros acidos. Concluiram que a caseina e, em
menor extensdo, a ovalbumina mostram-se como potenciais aditivos anti-erosivos

em bebidas.

Setarehnejad et al. (2010), analisaram o efeito protetor de macropeptideos de
caseina (MPC) e suas fragBes contra erosdo dental. Para isso, hidroxiapatita era
pré-tratada com MPC antes de exposi¢do a tampdes de citrato em pH = 2,5, 3,5 e
4,5. Os resultados mostraram que os MPCs tem efeito protetor contra a eroséo
dental in vitro. O CMP protege a hidroxiapatita em pH acido e para algumas fracdes
o efeito aumenta com o aumento do pH. Concluiram que embora o MPC néo reduza
a dissolucdo mineral em 100% em pH baixo, sua incorporagdo em alimentos e

bebidas acidas pode resultar em potencial reducéo na dissolucédo mineral in vivo.

Cheaib e Lussi (2011), verificaram se a adicdo de proteinas (caseina e
mucina) poderia melhorar o efeito protetor da pelicula dental contra a eroséo
causada por acido citrico (1 min). Utilizaram 100 espécimes de esmalte que foram
divididos em 5 grupos (n=20) e receberam o0s seguintes tratamentos: agua
deionizada, umidade, mucina, caseina, combinacdo de mucina e caseina. Cada
grupo foi exposto a 3 ciclos de 2 horas de imersdo em saliva humana seguida de 2
horas de tratamento nas solucdes teste e 1 min no acido citrico. As analises
demonstraram que a mistura de caseina e mucina aumentou significativamente as
propriedades de inibicdo da erosdao da pelicula. A adicdo das proteinas
individualmente nédo influenciou na funcéo da pelicula. Os autores concluiram que 0s
resultados sugerem que a interagdo proteina-proteina pode desempenhar um

importante papel na efetividade da pelicula para prevenir a eroséo dental.

White et al. (2011) avaliaram a capacidade de inibicdo da erosdo dental de
proteinas do leite disponiveis comercialmente e seus derivados. Solugcbes aquosas
de 0,5% de caseina, 0,5% de fosfopeptideo de caseina (CPP) ou 0,05% de
glicomacropeptideo (GMP) com e sem 300 ppm de flior (NaF) foram investigados
gquanto ao amolecimento e a perda de estrutura dental. Essas solu¢gbes foram
comparadas com agua deionizada (DIW) como controle negativo, e 300 ppm de flaor
como controle positivo. Dentes bovinos que passaram por teste de nanodureza

tinham um tempo tratamento de 10 min, seguido por 1min de erosédo. Os espécimes
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avaliados com perfilometria passaram por 10 min de tratamento seguido por 10 min
de erosao. Esse ciclo foi repetido por mais 9 vezes. Neste estudo, todos os aditivos
avaliados com a perfilometria foram capazes de proteger a superficie dental. Em
relacdo aos testes de nanodureza de superficie, apenas a caseina 0,5% sem ou
com flaor foi capaz de fornecer essa protecdo. Concluiram que solugédo 0,5% wi/v de
caseina, CPP ou GMP reduziram o amolecimento e a erosdo em modelos de erosdo
in vitro. A Adicao de 300 ppm de F a solucdo 0,5% de caseina resultou em maior
reducdo da perda de tecido, mas ndo de amolecimento. Concluiram que a caseina e
seus derivados podem encontrar aplicacdo como agentes tépicos de inibicdo de
erosao dental.

2.3.2 Polifosfatos

Os polifosfatos sdo polimeros de fosfato formados por grupos fosfato (PO,).
O tripolifosfato e o hexametafosfato sdo formados por cadeias P-O-P de féormula
Nan+2PnOsn+1 (Harris et al., 1967). Seu mecanismo de acdo contra a acdo do &cido
estaria ligado a sua adsorcdo a superficie dental no lugar dos fons (HPO.)?,

impedindo o deslocamento de ions para o meio (Barbour et al., 2005b).

Em 1946, Phillips e Hine, verificaram os possiveis efeitos nocivos do
hexametafosfato de sodio tanto para esmalte quanto para dentina. Pesos constantes
de espécimes de esmalte e dentina foram determinados por técnica desenvolvida
por Phillips e suspensos em solugdo de hexametafosfato de sodio por curtos
periodos de tempo. Os resultados mostraram que a imersdo dos espécimes em
HMP 20% por 20 dias mostrou média de perda de peso de 10,3% para o esmalte e
39,4% para dentina enquanto que 0s oito espécimes de coroas imersos em solucéo
de HMP 1% ganharam uma meédia de 152%. Os resultados indicam que solucdes
concentradas de HMP podem causar perda de peso mensuravel em espécimes de
dentina e ligeira perda em espécimes de esmalte. Em solucdes fracas, a perda de

peso dos dentes foi insignificante apos 40 dias de imersdo. Os resultados sugerem
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que o uso de solugbes concentradas de HMP € questionavel, mas solu¢des de baixa

concentragéo séo provavelmente de uso relativamente seguro.

J& no ano de 1967, Harris et al. compararam os efeitos dos sais de sédio de
cinco tipos de fosfato no controle do desenvolvimento da carie dental quando
adicionados a dieta de ratos jovens. Os fosfatos utilizados foram: ortofosfato,
pirofosfato, tripolifosfato, hexametafosfato e trimetafosfato de sodio. Os ratos foram
alimentados por 23 semanas com essa dieta. Nenhuma diferenga foi encontrada
entre os grupos com relacdo ao peso ganho, consumo da dieta e contetdo de
fésforo no soro inorganico. Os resultados indicaram que o pH &cido serviu para
aumentar a incorporacdo de fosfato. Em comparacdo com o grupo controle a
porcentagem de reducdo no desenvolvimento da carie se deu da seguinte forma: 29
% para o pirofosfato, 33% para o ortofosfato, 46% do tripolifosfato, 51% para o
hexametafosfato e 78% para o trimetafosfato (todas significantes). O HMP foi 2
vezes mais efetivo como agente cariostatico do que qualguer outro tipo, ja o

trimetafosfato apresentou a maior atividade cariostatica dentre todos os testados.

McDonald e Stookey (1973) estudaram a eficacia cariostatica do fosfato
monossodico (NaH,PO,) . Ratos foram mantidos sob dieta com fosfato por 8
semanas e depois sacrificados para a remocdo e analise dos molares. As lesdes
eram classificadas de acordo com a severidade da seguinte maneira: 1=pequenas
lesBes envolvendo esmalte, 2= lesdes que estendiam-se até a dentina, 3=lesées que
estendiam-se até a polpa. Uma estimativa numérica da quantidade de substancia
dental destruida também foi realizada. A adicdo de NaH,PO,4 na dieta com contetdo
de Ca e P de 0,3%, 0,6% e 1,2% resultou em reduc¢ao de 13,4%, 21,8% e 40,2% na
incidéncia de carie dental. A adicdo de NaH,PO, causou significante (p<0,05)
reducdo (40,2%) na incidéncia de carie dental. O grau de eficacia aumentou

conforme as concentracdes inerentes de Ca e P eram aumentadas na dieta.

Reussner at al. (1975) avaliaram o efeito na erosdo dental da adicdo de
fosfatos em bebidas &cidas. Para tanto, utilizaram ratos que receberam 20 ml da
bebida por 20 h diarias durante 2 semanas. Os aditivos de fosfato utilizados foram:
0,15% de hexametafosfato de sodio, 0,15% de trimetafosfato de sédio, 0,21% de
ortofosfato monosaodico, 0,03% de monofluorofosfato e 0,15% de cloreto de célcio.

Com essas concentragdes, as solucdes apresentavam uniformemente 0,5mg/L de
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fostato e céalcio. Concluiram que as bebidas com apresentacdo em po, de baixo pH,
contendo fosfato monocalcico causam menos erosdo do que suco de laranja gelado
e suco de uva, quando consumidos em excesso. O fosfato monocalcico é sollvel em

bebidas acidas e ndo atera seu sabor.

Com o objetivo de estudar o potencial de reducdo da erosdo dental pela
modificacdo de produtos, Grenby, em 1996, fez uma revisao de literatura onde
concluiu que h& grande énfase na suplementagcdo de alimentos para diminuir seus
efeitos erosivos. O principio de acdo do célcio e fosfato adicionados a bebidas
depende da “Lei de Acdo de Massas”, na qual, a taxa de reacdo quimica é
proporcional a concentracdo das substancias reativas (calcio e fosfato) presentes a
qualguer momento. Assim, no caso do processo de céarie ou da erosdo, a presenca
inicial dos produtos da reacao (Ca2+ e PO43-, HPO42-, H2PO4-, dependendo do

pH) tendem a diminuir a extenséo e taxa de desmineralizacao de esmalte.

Barbour et al. (2005b) testaram alguns ingredientes alimentares comuns e
aditivos (0,02%) com relacdo ao seu efeito na taxa de dissolucdo da hidroxiapatita
(HA) numa solucdo de acido citrico 1,3% (pH = 3,2) representativa de um
refrigerante. Os fosfatos testados foram: pirofosfato de sddio, tripolifosfato de sédio e
polifosfato de sddio, além de uma solucdo contendo goma xantana e 0,02% de
polifosfato. Cinco das solucbes teste provocaram uma reducdo estatisticamente
significante da dissolugcédo de HA. Pirofosfato, tripolifosfato, polifosfato, goma xantana
e a combinacdo de goma xantana e polifosfato foram testadas para determinar se a
taxa de reducao da dissolucdo da HA persistia apds a exposi¢cdo. A goma xantana e
o pirofosfato mostraram pouca persisténcia de acdo, ja& o polifosfato mostrou um
substancial efeito prolongado. Os autores concluiram que o polifosfato e uma
mistura de polifosfato com goma xantana foram mais efetivos do que 10 mM de
calcio na reducgéo da taxa de dissolucdo da HA num desafio com &acido citrico pH =
3,2. Concluiram que devido ao negativo impacto da adi¢cdo de célcio ao sabor, estes
compostos poderiam ser uteis como aditivo para a reducdo da erosdo em bebidas

acidas.

Em 2007, Hooper et al., pesquisaram in situ os efeitos de refrigerantes acidos
contendo polimeros alimentares aprovados sobre o esmalte dental. O desenho do

estudo foi cego, randomizado com 5 tratamentos “crossover”. Espécimes de



34

terceiros molares foram acoplados a aparelhos removiveis e entregues a 15
voluntarios saudaveis. As bebidas utilizadas foram bebidas contendo acido sem
modificacdo, bebida acida experimental com 0,02% de polifosfato, com 0,02% de
polifosfato e 0,01% de célcio, com 0,02% de polifosfato e 0,03% de goma xantana, e
agua mineral. As bebidas (250 ml) foram consumidas as 9, 11, 13 e 15 horas
durante 10 min, sob supervisdo, por 10 dias. A analise foi feita através de
perfilometria. Os resultados mostraram a seguinte ordem de erosdo do mais para o
menos erosivo: bebida sem modificacdo, bebida + polifosfato, bebida + polifosfato +
goma, refrigerante + polifosfato + calcio, &gua mineral. A bebida experimental &cido
+ polifosfato e polifosfato + goma foram estatisticamente mais erosivos do que a
agua mineral, embora a diferenca seja pequena. Polifosfato + calcio ndo diferiu

estatisticamente da agua mineral.

Hooper et al. (2007), investigaram in situ e in vitro o efeito protetor de um
dentifricio experimental de flior contendo HMP contra a erosdo de esmalte causada
por suco de laranja (pH = 3,8). As pastas utilizadas foram: pasta de NaF (pH = 7,0),
formulacéo teste (SnF, e HMP) (pH = 5,8) e controle negativo (pH = 7,8) (agua).
Foram utilizados aparelhos que permaneciam na boca dos voluntarios das 9 as 17 h.
Cada voluntario lavava o seu aparelho por 1 min com “slurry” de uma das pastas ou
agua as 9 h, seguido pelo consumo de 250 ml de suco de laranja 1 e 3 h depois. No
total eram 2 aplicacdes de pastas ou agua e 4 ingestdes de suco de laranja por dia,
durante 15 dias. Os resultados mostraram que os danos provocados pela eroséo
aumentaram com o passar do tempo e foi mais acentuada no controle. O dentifricio
experimental causou significantemente menos perda que a pasta com NaF, tanto

nos testes in situ quanto in vitro.

Magalhdes et al. (2010) estudaram a adicdo de ions de calcio (lactato de
calcio; 1 mmol/L), fosfato (NaH, PO,4.2H2); 1 mmol/L, ferro (FeSO,4; 1 mmol/L), fldor
(NaF; 0,047 e 0,89 ppm) e suas combinacdes em uma solucéo de &cido citrico (50
mmol/L) de pH 2,5. Espécimes de esmalte bovino foram preparados e imersos em
30 ml das respectivas solucdes teste durante 1 min., 6x durante 1 dia. Os espécimes
foram armazenados em saliva artificial. A analise foi realizada por meio de
perfilometria. A média da perda de superficie causada pelo controle foi de 1,74 um,
do &cido citrico com calcio foi de 1,31 um, com fosfato foi de 1,17 um, com ferro de
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1,43 uym e de fluor de 0,87 um. Concluiram que nenhuma das solucfes de &cido
citrico testadas foi capaz de reduzir significantemente a eroséo.

Manarelli et al. (2011) avaliaram o efeito de solu¢cdes enxaguatdrias com
trimetafosfato de sédio (TMP) e fluoretos (F) no esmalte erodido. Espécimes de
esmalte bovino foram submetidos a desafios erosivos com refrigerante de liméo, 4
vezes ao dia durante 5 minutos, seguido por imersdo nas solucdes teste por 30s:
placebo, 225ug F/ml, 100 pg F/ml, 100 pyg F/ml e TMP (0,2, 0,4 e 0,6%). Na
sequencia, 0s espécimes eram armazenados em saliva artificial por 5 dias. Os
resultados de microdureza mostraram valores maiores para todos os grupos quando
comparados com o placebo. O grupo 100 F + TMP a 0,2% mostrou-se
significantemente menor que os grupos 100, 225 e 100 F + TMP a 0,6%, mas similar
ao grupo 100 F + TMP a 0,4%. A menor perda foi observada no grupo F + 100 TMP
a 0,2%, 100 F + TMP a 0,4% e 100 F + TMP a 0,6% quando comparados com 0s
outros grupos. Os grupos 100 e 225 F mostraram similar quantidade de perda de
esmalte. Os autores concluiram que a adicdo de TMP na propor¢cdo molar de TMP:
NaF entre 1,24: 1 e 3,72: 1 em um enxaguatorio bucal (100 pg F/ml) produziu um
efeito protetor maior sob condi¢cdes de erosdo que o enxaguatério que continha 225

ug F/ml sem a presenca de TMP.

Em um estudo recente, Scaramucci et al. (2011), avaliaram in vitro o potencial
erosivo de um suco de laranja modificado por aditivos alimentares em esmalte e
dentina. Os aditivos utilizados foram: lactato de calcio penta-hidratado (CLP), goma
xantana (XG), polifosfato de sédio linear (LPP), pirofosfato de sédio tetrabasico (PP),
tripolifosfato de sédio (STP) e algumas combinac¢des. Suco de laranja puro (C-) e
suco de laranja modificado com calcio (C+) foram utilizados como controle. O estudo
foi divido em 3 fases, na primeira 15 sucos experimentais foram testados quanto ao
seu potencial erosivo por meio do método pH - Stat. Na segunda fase os aditivos
gue obtiveram bons resultados na primeira fase e em estudos prévios foram
testados com ciclagem erosdo-remineralizacdo. Na terceira fase, a erosdo e
remineralizacdo foram estudadas separadamente. Os testes utilizados foram a
microdureza de superficie e a perfilometria Optica. Na fase 1, somente a goma
xantana n&o apresentou redug&o no potencial erosivo do suco. Na fase 2, nao houve
perda detectavel para CLP, LPP e CLP + LPP. A combinacdo de CLP e LPP

mostrou os maiores valores de dureza, seguidos pelo CLP. Na fase 3, CLP, LPP e
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CLP + LPP protegeram contra a erosdo, porém nenhum dos compostos pareceu
interferir no processo de remineralizagdo. Os autores concluiram que para o
esmalte, o lactato de calcio penta-hidratado e os polifosfatos de sédio forneceram os
melhores resultados para a reducdo da erosdo e suas associacfes parecem
aumentar os efeitos individuais. Para dentina, a protecdo sO foi alcancada pela
associacdo de lactato de calcio com os polifosfatos. No entanto, nenhuma das
formulacdes forneceu reducéo da eroséo alcancada com o suco de laranja comercial

acrescido de calcio.

Estes mesmos autores (Scaramucci et al., 2012) decidiram investigar, in situ,
os potencial efeito erosivo do suco de laranja modificado por aditivos alimentares.
Os aditivos estudados foram: 0,49/l de célcio (Ca), 0,29/l de LPP ou sua combinacgéo
(Ca +LPP). Estes foram adicionados a um suco de laranja comercial e os controles
foram os mesmos do estudo anterior. O estudo possuia 5 fases e em cada fase os
voluntéarios colocavam os aparelhos com espécimes de esmalte bovino e faziam os
desafios acidos por 0 (controle), 10, 20 e 30 min. Dois espécimes eram removidos
dos aparelhos a cada periodo de desafio. Ao final dos desafios, o esmalte foi
avaliado por microdureza de superficie e 0os sucos passaram por teste de sabor. O
grupo controle positivo apresentou a menor porcentagem de diminuicdo de dureza,
seguida por Ca + LPP e controle negativo. O teste de sabor detectou diferengcas em
todos os grupos. Concluiram que reducdo significante do potencial erosivo foi
conseguida pela adicdo de Ca, mesmo em pequenas quantidades. O LPP néao
demonstrou protecdo nas concentracdes testadas. Concluiram que sucos
modificados podem ser alternativas Uteis e apropriadas para pacientes com alto

risco de erosdo dental, desde que as diferencas no gosto ndo sejam detectaveis.
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2.3.3 Fluoretos

Apesar dos efeitos benéficos do flidor em relagdo a céarie ser conhecido e
estabelecido, sua utlizacdo na prevencdo da erosdo dental ainda €& muito

controverso.

Em 1972, Mundorff et al. realizaram um estudo com o objetivo de investigar o
mecanismo pelo qual o TiF; reduz a solubilidade do esmalte. Os resultados
mostraram que uma variedade de tratamentos com este fluor produz uma “capa
protetora” no esmalte, mesmo quando submetidos ao HCI ou tricloreto de titanio. A
formacao dessa capa dar-se-ia pela formacdo de uma ponte organometdlica entre
as moléculas de fluor e esmalte. Concluiram que o TiF, reage de 2 formas com o
esmalte: quimicamente (diminuindo a solubilidade do esmalte e aumentando o
contedado de fltor) e fisicamente ( formando uma barreira protetora por sobre o
esmalte). Tveit et al. (1988) também observaram a formacdo de uma capa protetora
quando utilizaram TiF4. Apesar de terem demonstrado alta estabilidade dessa acéao,

pouco sabia-se sobre sua durabilidade no esmalte humano e meio bucal.

Com o objetivo de investigar a reacao entre o SnF, e a hidroxiapatita (HAP),
Babcock et al. (1978) realizaram um estudo utilizando agua deionizada, pé de SnF,
e HAP, analisado por difracdo de raio-x. A reacdo aquosa entre a HAP e o SnF,
formou 4 produtos cristalinos: CaF,; SnOHPO, (TPH); Sn3F3P0O, (TFP) e Ca(SnF3)?.
Este Gltimo composto foi relatado pela primeira vez e s6 foi encontrado em conjunto
com o TFP e quando altas concentra¢cdes de SnF, haviam sido utilizadas. Nas
solucées que formaram Ca(SnFs)? foi dificil encontrar CaF,, porém, este é formado

em todas as reacg0des, ja os outros 3, somente em condi¢cbes especificas.

Segundo ten Cate e Featherstone (1991), quando o flior é introduzido em
uma solugéo contendo calcio e fosfato, pode-se formar CaF, (fluoreto de célcio) ou
HAF (hidroxiapatita fluoretada), dependendo do pH e da concentracdo de cada
espécie ibnica. Em altas concentracdes de fluor, CaF, e HAF séo estaveis, mas a
formacdo de CaF, é favorecida cineticamente. Este é dissolvido em solucdes

aguosas e o fosfato inibe a inducdo dessa dissolugdo quando em pH superior a 5,0.
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A deposicdo de apatita mineral em superficies amolecidas foi observada em
concentragbes maiores que 4 ppm de flior e mais fldor é retido no esmalte
desmineralizado do que higido. Assim, também Larsen e Richards (2002)
concluiram que a saturacdo de CaF, em bebidas potencialmente erosivas reduz a
erosdo em até 28% quando o pH é de no minimo 3. Lagerweij et al. (2006)
acreditam que quanto maior a frequéncia de aplicacdo do flior, maior prevencéo da
erosao e, quanto menor o seu pH, mais CaF, € depositado na superficie do esmalte.
Para Featherstone e Lussi (2006), se no processo de remineralizacdo, além de
calcio e fosfato houver também o flior, pode-se formar HAF, que é menos soluvel.
Isso, desde que o desafio erosivo ndo seja muito grande, para que nao ocorra

rompimento da barreira e corrosdo do esmalte.

Dessa forma, Gu et al. (1996), em um estudo da influéncia das condi¢des da
superficie na incorporacdo de TiF4 in vitro, também observaram que quando pré-
tratavam os espécimes com acido fosforico 37% antes da utilizacdo de fluoreto de
tithnio com o objetivo de obter protecédo contra erosdo, eram encontrados melhores
resultados do que quando essas superficies ndo haviam sido tratadas. Concluiram
gue o0s componentes organicos do dente contribuem para o aumento da
incorporacdo do flior e a formacdo de um precipitado de diéxido de titanio na

superficie de esmalte, aumentando a resisténcia aos desafios acidos.

Em 1997, Buyukyilmaz et al., com o objetivo de examinar se o tratamento com
TiF4 em concentracédo de 1% e 4% poderia proteger o esmalte contra a exposi¢cao
ao HCI (pH=1,0) por 1 min ou 5 min, observaram por meio de microscopia eletrénica
de varredura, que na superficie da estrutura de esmalte formou-se uma camada
macica e resistente ao HCl mesmo apd6s 5 min Apesar disso, observaram também
gue houve reducéo nos valores de microdureza desses espécimes. Concluiram que
o TiF4 4% forma uma camada protetora no esmalte dental, espessa e estavel, porém

delicada.

Tezel et al. (2002) pesquisaram o efeito de agentes tépicos fluoretados no
esmalte que havia passado por processo de formagéao artificial de leséo de eroséo.
Utilizaram TiF4 1%, NaF 2,26% e AmF (fluoreto de amina) 1,25%, ambos por 4 min

e sua liberacéo de calcio e fluor foi analisada durante 4, 8, 12 e 16 dias. Concluiram
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que o TiF, mostrou ser mais efetivo que o NaF e o AmF na prevencéo de lesdes e
na perda de ions.

Ainda investigando agentes topicos contra erosdo, Jones et al. (2002),
estudaram, in vivo — in vitro, 2 tipos de flaor: fluorfosfato acidulado em gel (AFP)
1,23% e gel de NaF 2,2% na prevencdo de erosdo. Sendo assim, erosdo pode
submeter os dentes a niveis de pH bem abaixo de 4,5 por tempos variados, no qual
mesmo a fluorapatita e a apatita enriquecida com fllor vdo se dissolver;
consequentemente o potencial de diminuicdo da eroséo por flaor tépico € menor do
gue para carie. Sugeriram entdo, a aplicacdo de AFP gel por 4 min antes dos
episodios de contato com o acido gastrico para controlar os efeitos da erosao de

origem enddgena.

Willumsen et al., em 2004, verificaram os efeitos do pré tratamento com
fluoreto de estanho versus fluoreto de sddio no esmalte exposto ao &cido cloridrico
0,1 e 0,01M. Para isso, dentes foram imersos em solucdes de 2% de NaF, 0,4% de
SnF; e controle por 2 min e 16 h; e em HCI por 30 min em diferentes molaridades e
pHs. A aplicacdo previa de SnF, (tanto 2 min quanto 16h) foi capaz de prevenir a
erosao dental, sendo que o melhor resultado foi obtido quando o pH do acido era de
2,2.

Ja Ganss et al. (2004), em um estudo in situ, com o objetivo de avaliarem os
efeitos do flior na perda de mineral na erosdo em esmalte e dentina humanos,
utilizaram uma ciclagem 6x5 com acido citrico 0,05M (pH 2,3) e enxaguat6rio bucal
com SnF, e fluor; pasta de dente de SnF, ou flaor; ou gel de NaF. Notaram que,
tanto a fluoretacdo da pasta dentifricia intensivamente reduziram significativamente
a perda de mineral quando comparada ao controle. Concluiram que altas
concentracbes de fllor sdo capazes de reduzir a perda mineral por erosdo em

esmalte e dentina mesmo em condi¢cdes severas de erosao com acido citrico.

Em 2006, Young et al. estudaram in vivo o efeito do SnF, em pasta
dentifricias em lesbes de erosao dental. Para isso era aplicado o fluoreto de sédio
em alguns dentes e SnF, em outros, antes e apos a aplicacdo de acido citrico em
diferentes concentracdes. A avaliacao foi feita por perda de quantidade de calcio.
Quando o &cido citrico utilizado foi de 10mmol, a pasta de SnF, 4% provocou

significante protecdo se comparado ao NaF; ja quando o acido foi de 200mmol, nem
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0 SnF,, nem o NaF conseguiram reduzir a dissolucdo do esmalte. Concluiram que
pastas dentifricias com SnF, sdo capazes de proteger o esmalte contra o desafio

acido fraco.

Também em 2006, Hove et al., estudaram a viabilidade da utilizacdo de SnF,
(pH 2,6), TiF4 (pH 1,3) e NaF (pH 8,0) por 2 min em proteger a superficie de esmalte
contra lesdes de erosdo por acido citrico também por 2 min, em 3 ciclos. Apéos
exposicdo ao acido por 6 min, os espécimes tratados com TiF,, SnF, e NaF
mostraram 88%, 50% e 25% de reduc¢do nas profundidades médias de corrosdao em
comparagao ao grupo controle. Uma “capa” foi observada nas superficies de
esmalte tratadas com SnF, e TiF4, nas quais observavam-se rachaduras quando o

tempo de erosédo era aumentado.

Hove et al. (2007b) estudaram o efeito do tratamento com TiF, em dentes
recobertos pela pelicula dental e submetidos ao HCI. Inicialmente, formava-se uma
pelicula por 2 h, a seguir o esmalte era pré-tratado com TiF4 0,5M pH = 1,0 por 2 min
e em seguida em 3 imersdes consecutivas de 4 min em HCI 0,01M pH = 2,2. A
andlise de ions célcio mostrou que ndo houve diferenca nos resultados entre os
dentes bovinos e humanos. Tratar o esmalte por 2 min com TiFs diminuiu

significantemente a perda de calcio do esmalte bovino em 63% e humano em 51%.

Wiegand et al. (2008b) investigou o efeito de diferentes tetrafluoretos (de
titdnio - TiF, de hafnio — HfF* e de zircdnio - ZrF4) contra a erosdo em espécimes de
esmalte e dentina com e sem formacdo de pelicula salivar. Para o esmalte, os
efeitos protetores dos tetrafluoretos (exceto 0,4% de HfF,) foram limitados a 1min de
exposicao ao acido. Nao houve diferenca na protecdo com TiF4 entre esmalte com e
sem pelicula e nenhum fluoreto na forma de gel funcionou. Concluiram que solucdes
de 0,4 % e 1% de TiF4, 1% de ZrF, e 1% HfF, podem diminuir a perda de calcio do
esmalte e dentina durante a erosédo, mas efeitos a longo prazo foram limitados a

dentina.

Wiegand et al. (2008a) estudaram dentes bovinos pré-tratados com
tetrafluoretos (TiF4, ZrF,4 e HfF4) nas concentracdes de 4 e 10% por periodos de 10 e
15 min com posterior desafio erosivo com HCl 1% pH = 2 em 6 intervalos

consecutivos de 15s. Os autores concluiram que a concentracdo dos agentes nao
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afetou significantemente a sua eficacia e todos os tratamentos puderam proteger o

esmalte contra a erosao de curto prazo.

Com o objetivo de estudar o efeito de vernizes de TiF4 (4%) comparados com
vernizes de NaF e solucdes de TiF, (4%), Magalhdes et al. (2008), submeteram
dentes bovinos a boca artificial com desafio erosivo realizado com refrigerante de
lim&o pH=2,6 numa ciclagem de 5 dias, 6 x ao dia. Foram avaliados por perfilometria
de contato. Os resultados mostraram que a solucdo de TiF4 produziu significante
perda de esmalte quando comparada ao “baseline”; ja o verniz provocou significante

aumento da superficie.

Combinacdes de fllor e outros compostos também vém mostrando resultados
nas pesquisas de erosao. Schlueter et al. (2009a) testaram 3 formula¢gdes contendo
uma mistura de AmF, NaF e SnCI2 variando as concentra¢cdes de Sn por meio de
ciclagem com acido citrico 0,05M pH=2,3 aplicando a mistura apds o primeiro e 0
altimo periodo de erosédo de 2 min 6 vezes ao dia , durante 10 dias. Todas as
solugBes contendo Sn foram capazes de reduzir significantemente a perda de tecido
dental. Sustentam a hip6tese de que essas solu¢cées formam barreiras contra acidos
baseados na incorporacdo de Sn e F no tecido duro dental, resultando em uma

ampla zona estruturalmente modificada.

Do mesmo modo, Schlueter et al. (2009c), avaliaram in vitro a eficacia de
varios enxaguatorios bucais contendo Sn e fldor em concentracfes reduzidas como
agentes anti - erosivos no esmalte. Os resultados mostraram que quando a
concentracdo de Sn era aumentada todos o0s enxaguatorios reduziram
significantemente a perda de tecido se comparados ao controle, e quando a
concentracdo de Sn era diminuida também todos os enxaguatdrios diminuiram a
perda de tecido dos espécimes. Concluiram que a concentragdo de aditivos pode
ser reduzida sem sacrificar a eficacia do aditivo. A combinacdo de 800 ppm de Sn e
500 ppm de fluor parece estar mais adequada a eficacia e a aceitacao do produto.

Segundo Schlueter (2009b), as concentragcfes de fldor também influenciam
em sua acdo. Num estudo com o objetivo de comparar a eficiéncia de misturas de
AmF, NaF e SnF, em diferentes concentragcdes e pH ajustado para 4,5, para
reducdo de erosdo por ciclagem des/remineralizacdo com &cido citrico e avaliacao

por perfilometria, constataram que em todas as concentracbes testadas a
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composicao foi capaz de reduzir a erosédo dental, mas que seu resultado n&o variava
muito ap0s uma certa concentracdo. Observaram que a acéo destes fluoretos nao
depende somente da concentracdo, mas também da razdo entre estes ions, sendo a
razdo de 1,8 a mais eficiente. Concluiram que com isso, poderiam reduzir a
concentracdo dos ions na solugcdo para serem usadas como enxaguatério bucal,

maximizando sua estabilidade e o sabor.

Ainda avaliando enxaguatorios, Gracia et al. (2010), investigaram a eficacia in
vitro de um enxaguatorio contendo 450 ppm de fllor e outros enxaguatorios por
meio de perfilometria e microendentacéo, além de comparar a incorporacéo do fldor
por lesbes erosivas por espectrometria de massa de ion secundaria. Os espécimes
de esmalte humano eram tratados por 60 s com 0 enxaguatorio e imersos em acido
citrico 1% pH=3,8 por 300 s ou 30 min. Os resultados mostraram que a eficacia anti—
erosiva dos enxaguatorios esta positivamente correlacionada com a concentracao
de flaor. Enxaguatorios com 450 ppm de flior conferiram protecdo contra o acido
citrico in vitro. Enxaguatérios com AmF, NaF e SnCI2 mostraram niveis
significantemente altos de incorporacao de flior em comparacdo com o enxaguatorio

gue continha somente 400 ppm de fltor.

Também Yu et al. (2010) demonstraram eficacia do enxaguatério contendo
AmF, NaF e SnCIl2 em reduzir a perda de célcio significantemente até 6 min de

erosdo com &cido citrico 1% pH=2,3.

Schlueter et al. (2010b) compararam a efichcia de um enxaguatério
experimental com Sn e outro com NaF, ajustando-se sua concentracao de flior para
500 mg/Kg e pH=4,5, em reduzir a eroséo por acido citrico. Os resultados mostraram
gue todas as soluc¢des que continham SnF, reduziram significativamente mais que o
grupo controle positivo (AmF/SnF,) a perda de tecido por erosdo em esmalte. Em
dentina todas as solu¢bes reduziram significantemente essa perda. Concluiram que
a eficacia anti—erosiva dos enxaguatorios no esmalte depende do cétion do fluor

utilizado.

Em 2011, Ganss et al., investigaram e compararam algumas pastas
dentifricias convencionais (NaF) e produtos com Sn a respeito de seu efeito de
protecdo contra erosdo e erosao/abrasdo. Os espécimes foram ciclados durante 10

dias em um regime de 6x2 min/dia. O &cido utilizado foi o citrico. O estudo foi
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dividido em 2 partes: na primeira os espécimes recebiam o “slurry” por 2x2 min/dia e
eram armazenadas; na segunda, 0S espécimes passavam por escovacdo durante
15s apds a imersao no “slurry”. A avaliagao foi feita por perfilometria e os resultados
mostraram que quando 0s espécimes nao foram submetidos a escovacao todas as
pastas (NaF) e uma sem aditivo reduziram significativamente a perda de estrutura,
sendo que aquela que continha Sn foi a mais efetiva. Apds a escovagdo, somente 4
pastas contendo 450 ppm de NaF revelaram resultado significante quando
comparados a pasta sem aditivo. Concluiram que pastas convencionais (NaF)
reduzem a erosao, porém tém efeito limitado de prevencdo quando sob regime de
escovacao.

Vieira et al. (2011) com o objetivo de comparar a perda de estrutura
superficial empregando a aplicacdo diaria ou Unica de solucbes de baixa
concentracdo de TiF, para a reducdo da erosdo em esmalte. Dividiram 60 dentes
bovinos em 2 grupos (diaria x Unica) e depois os subdividiram em grupo controle
(0%), 0,1%, 0,5%, 0,75% e 1% de TiF4. Estes foram imersos em 10 ml de solugéo
por 5 min sendo que os espécimes de aplicacdo diaria a recebiam antes de cada
ciclo erosivo (4 ciclos de 6 imersBes por 2 min em refrigerante sabor liméo). Os
resultados mostraram que 0,5% de TiF, demonstrou a menor perda e 1% a maior
perda. Essa reducao soO foi significante para o grupo que passou por ciclagem.
Concluiram que multiplas aplicacbes de solucdo de TiF4; 0,5% significantemente
reduzem a erosdo dental in vitro e ndo causam perda de esmalte durante sua

aplicacao.

Para verificar a prevencdo contra a erosdo dental por acido citrico
empregando pastas dentifricias contendo SnF,, em um estudo duplo cego in situ foi
conduzido por Huysmans et al. (2011). Selecionaram 20 voluntarios que utilizaram
aparelhos adaptando espécimes de esmalte para a formacdo de pelicula salivar.
Estes entdo eram submetidos ao ciclo erosivo com acido citrico, fora da boca e os
voluntarios escovavam os espécimes durante 5 min, 3 vezes ao dia, por um periodo
de 4 dias com as pastas dentifricias. Todas as pastas continham no total 1400 ppm
de fldor, sendo que a primeira continha SnF, e AmF, a segunda SnF; e NaF e a
terceira NaF. Os resultados mostraram que as pastas que continham SnF;
reduziram significativamente a perda de erosdo, a que possuia NaF em sua

composicao nédo foi capaz de reduzir a perda.



44

2.4 Enxaguatorios Bucais

Em 1996, Grenby afirmou que ndo encontrou na literatura reformulacdes de
medicamentos e preparagfes para higiene bucal com a finalidade de auxiliar a
diminuir ou proteger a estrutura dental contra a erosao. Apontou que os produtos de
higiene oral sdo geralmente levemente acidos com valores de pH de 5 a 7 para os

enxaguatorios bucais e de 5,8 a 7,25 para os dentifricios.

Bhatti et al. (1994) fizeram um estudo que media o pH e a quantidade de
alcool presente em alguns tipos de enxaguatdrios bucais disponiveis para publico
em geral, constatando que a grande maioria destes enxaguatérios apresentavam o
pH &cido, alguns apresentavam o pH menor do que 3,4. A quantidade de etanol

variou entre 0 e 27% .

Em 2001, Lussi e Hellwig, pesquisaram o0s potenciais efeitos erosivos de
alguns produtos para cuidados bucais na forma de “slurry”. Nesta pesquisa,
puderam concluir que apenas 1 dos produtos apresentou efeito erosivo, este
possuia além de baixo pH (caracteristica comum a quase todos os produtos
estudados), pouquissima concentracdo de fldor. Puderam concluir que, apesar do
baixo pH, os produtos contendo flior ndo apresentaram potencial erosivo

mensuravel.

Meyer-Lueckel e Tschoppe (2010), testaram 2 tipos de enxaguatério bucal
(fluoreto de amina, estanhoso e de potassio) e 2 tipos de gel de fluor (fluoreto de
sédio, fluoreto de amina) combinados com substituintes de saliva em dentes bovinos
desmineralizados. Concluiram que os enxaguatorios fluoretados foram capazes de

reduzir a desmineralizagao.

Wang et al. (2011) testaram o efeito protetor de 4 novos agentes contra a
erosdo dental disponiveis comercialmente. Os espécimes passaram por formacéo
prévia de pelicula salivar por 2 h e em seguida foram submetidos a
desmineralizagdo com suco de laranja pH=3,6 por 3 min e remineralizagdo com

“slurry” contendo um dos agentes também por 3 min. O ciclo teve duracéo de 4 dias
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com 2 imersdes por dia. Os agentes testados foram 2 tipos de Novamin® 7,5 %
(fosfosilicato de célcio e sddio), enxaguatério de Recaldent® 7,5 % (CPP-ACP) e
pasta de Recaldent + 900 ppm F. A aplicacdo aconteceu previamente e ap0s o
desafio erosivo. A analise foi realizada por meio de nanodureza de superficie. Como
resultado, estes observaram que nenhuma dessas misturas foi capaz de produzir
efeito preventivo ou de reparacdo do tecido perdido, independentemente da

presenca de fluor.

Num desafio acido de 5 dias, foram testadas 2 solu¢cdes enxaguatérias com
concentracfes diferentes de fluoreto de sédio, e 3 solucbes enxaguatdrias com
fluoreto de sédio (100 pgF/ml) e trimetafosfato (TMP) em concentracfes variadas. A
forma de andlise foi a microdureza e perfilometria. Os autores (Manarelli et al., 2011)
concluiram que a adicao de TMF a um enxaguatério fluoretado foi capaz de proteger

melhor a superficie do que os que continham somente fluor.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi comparar, in vitro, empregando diferentes métodos
de analise, o efeito de um enxaguatério bucal experimental para a
prevencao/controle da erosdo dental causada por acido cloridrico incorporando-se
diferentes principios ativos: caseina, hexametafosfato de sodio, tetrafluoreto de
titanio, fluoreto estanhoso Il e um enxaguatério bucal disponivel comercialmente

(Elmex Erosion).
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido apds aprovacio pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (CEP/FOUSP
111/11) (Anexo A) e certificacdo de isencédo ap6s Analise da Comisséo de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo
(CEUA/ICB 166/2011) (Anexo B).

4.1 Delineamento Experimental

Um enxaguatorio bucal experimental recebeu quatro diferentes principios
ativos e os efeitos protetores desses aditivos foram comparados com os efeitos de
um produto de referéncia disponivel comercialmente em um modelo de
erosdo/mineralizacado, utilizando 48 espécimes de esmalte bovino (n=8). A variavel
resposta foi a microdureza de superficie, a nanodureza de superficie e a quantidade

de célcio e fosfato liberada pelos espécimes nas solucdes acidas.

4.2 Selecao dos Dentes

Inicialmente foram selecionados 80 dentes incisivos bovinos higidos que

foram mantidos em agua destilada a 4°C até sua utilizagéo.

Os dentes foram limpos com curetas do tipo Gracey 13-14 para remocao de
eventuais tecidos residuais aderidos e, em seguida, foram submetidos a profilaxia
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com escovas do tipo Robson e taga de borracha, utilizando uma mistura de agua e
pedra-pomes. Ao final, os dentes foram lavados com jato de agua/ar, seguido de
banho em lavadora ultrassénica digital (Kondortech, Sdo Carlos, SP, Brasil) por 1
minuto (Barbour et al., 2011).

Empregando uma lupa estereoscopica (SZ-PT/Sz40, Olympus, Toquio,
Japao), os dentes foram examinados com aumento de 10x para eliminagdo de
dentes com trincas ou anomalias de estrutura. Foram selecionados 66 dentes e

mantidos em agua destilada e refrigerados a temperatura de 4°C.

4.3 Preparo dos espécimes

Para a confeccdo dos espécimes, o0s dentes foram seccionados
transversalmente, para separar a coroa da raiz, em uma cortadeira metalografica
(Labcut 1010 Extec, EUA). Numa cortadeira do tipo Isomet 1000 (Buehler, Lake
Bluff, IL, EUA), foram montados dois discos diamantados (Buehler, Lake BIuff, IL,
EUA) com espagamento de 6 mm entre eles. As coroas foram fixadas no suporte da
maquina com cera utilidade e este suporte foi posicionado de forma a obter um
fragmento de 6 mm de largura. Este fragmento era novamente posicionado com cera
utilidade e um corte na transversal era feito para obtencdo de um fragmento de 6 x 6
mm. A seguir, estes fragmentos foram pré- planificados em uma lixadeira Politriz
(Ecomet 3 Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) com discos abrasivos de granulacdo 400,

sob refrigeragéo, para facilitar a posterior inclusdo em resina acrilica.

Os espécimes foram fixados com cera utilidade em “sample cups” vaselinados
e submetidos ao processo de inclusdo com resina acrilica. Estes espécimes foram,
entdo, polidos, sequencialmente, com discos abrasivos de carboneto de silicio de
granulacédo 400, 600, 800, 1200 e 4000 (Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) por 1 minuto
cada e sob-refrigeracdo. ApOs a utilizacdo de cada lixa, os espécimes eram lavados
com agua deionizada e passavam por um banho de ultrassom durante 1 min Para

finalizar, foi utilizado um disco de feltro com pasta diamantada de granulagéo de 3
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um (MetaDi I, Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) obtendo - se uma superficie plana, lisa e

polida.

Uma fita adesiva de UPVC de cor azul foi utilizada para a delimitacdo da area
a ser exposta, obtendo-se uma janela de 3x3 mm. Os espécimes foram numerados
de 1 a 66 para identificacdo e ao término dos procedimentos, os espécimes foram

armazenados em ambiente Umido a 4°C (Figura 4.1).

Separagao
80 dentes

66 espécimes
3x3 mm
Planificagao e Polimento Inclusao em Resina

Figura 4.1 - Preparo dos espécimes

4.4 Coleta de Saliva Humana e formacéo da pelicula adquirida

Para a formacao da pelicula adquirida nas superficies dos espécimes, foi
coletada saliva humana de 7 voluntarios previamente selecionados e que assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido para a doagéo da saliva (Anexo C).
Os voluntéarios selecionados possuiam idade entre 21 e 30 anos e eram livres de
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doenca periodontal, lesdes de carie ndo tratadas ou lesdes de erosdo. Estes
também ndo podiam ter-se alimentado ou ingerido qualquer bebida por no minimo 1

hora antes da coleta.

A coleta foi realizada em tubos de ensaio do tipo Falcon, que foram
previamente adaptados a um recipiente com gelo para prevenir a perda de dioxido
de carbono, e consequente alteracdo do pH da saliva coletada (Amaech; Higham,
2001; Wang et al., 2011). Para a coleta era utilizado um funil de vidro acoplado ao
tubo de ensaio e recebia uma gaze com a finalidade de filtrar e separar a espuma da

saliva coletada.

O protocolo utilizado foi o de Salivacdo Total Estimulada, onde os doadores
deveriam bochechar agua destilada por 30 segundos, cuspir e estimular a salivacao
através da mastigacao de Parafilm M (American National Can, Chicago, IL, EUA) por
30 segundos e entdo engolir a saliva e comecar a coleta, que tem duragéo de no

maximo 10 minutos.

As coletas foram feitas durante 3 dias, nos mesmos horarios e local, com
temperatura ambiente e pelos mesmos doadores, obtendo-se assim, 3 tubos de

coleta de cada doador.

A saliva coletada foi misturada de modo a formar um pool salivar e
armazenada em refrigerador para que as quantidades pré-determinadas fossem
descongeladas, conforme necessidade de uso durante o0s procedimentos

experimentais.

Os sessenta e seis espécimes selecionados foram imersos na saliva coletada,
sob agitacdo em agitador magnético 78 HW (LabMachine — Jiangsu, China) a 37°C
por 2 horas, com a finalidade de formar a pelicula adquirida. Logo apés a imerséao,
estes foram gentilmente lavados com agua deionizada e secos com jato de ar por 5

segundos (Figura 4.2).
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Figura 4.2 — Formacé&o de Pelicula Adquirida

4.5 Selecdo dos Espécimes

Para a selecao dos espécimes foi aplicado o teste de microdureza do tipo
Knoop empregando Microdurébmetro HMV — 2000 — Shimadzu (Kyoto, Japdo), com
carga de 50g por 15 s (Scaramucci et al.,, 2012) e nanodureza com penetrador
piramidal triangular (Bercovich) empregando Ultra-microdurémetro DUH — W211S
(Shimadzu Co., Tokyo, Japdo) com 5 uN de carga (White et al., 2011) e a taxa de
aplicacéo de forca foi de 0,01mN/seg.

Para a selecdo dos espécimes que deveriam ser empregados no
experimento, foram realizadas em cada espécime cinco mensuracfes de dureza.
Apés a obtencao dos resultados de dureza de cada espécime foram selecionados os
48 espécimes com valores de dureza (tanto de nano quanto de microdureza) mais
semelhantes e, assim, foram removidos 8 espécimes que apresentaram 0S

resultados de dureza mais afastados da média.

Para a confirmagdo de que os 48 espécimes selecionados apresentavam
dureza semelhante realizou-se teste estatistico de normalidade e homogeneidade
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com nivel de significAncia de 5%. A seguir, empregou-se o teste estatistico de
andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de Tukey com nivel de significancia
de 5%.

Apoés a constatacdo de que ndo havia diferenca estatistica nos valores de
microdureza entre os 48 espécimes, estes foram distribuidos, aleatoriamente, nos
seis grupos propostos, através de teste de amostragem aleatdria sem reposicdo
(n=8).

4.6 Preparo das Solucdes

Para o preparo das solucfes teste, foi utilizada uma formulagcdo manipulada
basica de enxaguatério bucal sem principio ativo (Férmula e Acdo, Sdo Paulo,
Brasil). O enxaguatério bucal comercial (EImex Erosion) utilizado para prevenir a
erosdo foi empregado nesta pesquisa como produto referéncia. As composi¢des do
Enxaguatério Bucal Base e do Enxaguatério Bucal EImex encontram-se no quadro
4.1.

O enxaguatério base foi separado em cinco recipientes, sendo que 1 destes
recipientes foi armazenado sem a adicdo de nenhum principio ativo para ser
utilizado como controle negativo. Aos demais foram adicionados os principios ativos
de acordo com as concentracdes previamente determinadas criando 0S grupos

experimentais apresentados no quadro 4.2.



Solucdes

Composicao

Enxaguatorio Bucal Base

Enxaguatorio Bucal EImex®

Aroma de menta, aroma de canela,
sacarina soédica, tween 20, sorbitol,
glicerina, salicilato de metila e

nipagim.

Agua, glicerina, gluconato de sadio,
0leo de ricino hidrogenado PEG-40,
Olaflur, Aromatizante, cloreto
estanhoso, fluoreto de sédio, betaina
cocamidopropyl, sacarina  sddica,
acido hidrocloridrico. Contém dois
derivados de fldor (500 ppm F):
fluoreto de amina e fluoreto de sadio.

Quadro 4.1-Solucdes enxaguatdrias e suas respectivas composicdes
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Os aditivos utilizados neste estudo foram a Caseina (Labsynth, Produtos para

Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil), 0 Hexametafosfato de Sédio (Sigma-Aldrich
Co. St. Louis, MO, EUA), o Tetrafluoreto de Titanio 0,34% (Sigma-Aldrich Co., St.
Louis, MO, EUA) e o Fluoreto de Estanho (ll) 0,87% (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,

MO, EUA). As quantidades de aditivo utilizadas foram obtidas em publicagoes

prévias (Hooper et al., 2007; Hjortsjo et al., 2010; Barbour et al., 2011) e o pH obtido

em cada solucéo foi medido e néo foi ajustado, afim de ndo perder as propriedades

de acéo de cada aditivo.
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Grupo e Cdédigo Concentracdes (g/L)
Controle Negativo (C-) Enxaguatério sem aditivos
Controle Positivo (ELM ) Elmex Erosion® (AmF e NaF — 500 ppm F)*
Caseina (CAS) 5*
Hexametafosfato de sédio (HMP) 0,2**
Tetrafluoreto de Titanio (TiF,) 3,4%**
g 7%

Fluoreto Estanhoso (SnF?)

Quadro 4.2-Grupos experimentais e seus respectivos cddigos, aditivos e concentragfes
utilizadas*Barbour et al., 2011, **Hooper, et al., 2007, *** Hjortsjo et al., 2010

4.6.1 Obtencéo do pH das Solucdes

ApGs o preparo das solugdes foi realizada a mensuracao do pH de cada uma.
Para esta etapa utilizou-se um medidor de pH devidamente calibrado (Quimis
Aparelhos Cientificos Ltda, Diadema, SP, Brasil) e 20 ml de cada solucédo foram

submetidos a 3 analises, sob leve agitacao e a temperatura ambiente.

4.7 Preparo de Dispositivo para a Uniformizacdo dos Tempos de Imerséao

Para padronizar o tempo de imersdo e ciclagem de cada espécime, tampas
de tubos de ensaio do tipo Falcon de 45 ml foram fixadas com cola quente em uma
placa de isopor. Fios de ortodontia de 7mm foram fixados nestas tampas para a

entdo fixacdo dos espécimes (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Individualizacéo dos espécimes
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4.8 Desafio erosivo

O desafio erosivo foi realizado com Acido Cloridrico 0,01M com pH de 2,4 que
simularia um processo de eroséo intrinseca (Willumsen et al., 2004; Hove et al.,
2006).

Para a realizagdo da ciclagem além das solugbes ja mencionadas, foi
preparada saliva artificial de composi¢do conhecida (Scaramucci et al., 2011). A

composicao da saliva encontra-se no quadro 4.3.
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Composicao

Quantidades (g/L)

CaCl,*H,0
KH,PO,
KCI

NaCl

Tris Buffer

Porcine Gastric Mucin

0,213
0,738
1,114
0,381
12

2,2

Quadro 4.3-Componentes e respectivas concentracdes da Saliva Atrtificial. O pH foi ajustado para 7,0

com HCI concentrado

Um ciclo completo de desafio erosivo dava-se da seguinte forma: (1) Imersao

dos espécimes em 20 ml de HCI 0,01M pH 2,4 por 10 seg, (2) imersdo em 20 ml de

saliva artificial por 60 seg, (3) imersdo em 20 ml de solucdo teste por 30 s e (4)

imersdo em 20 ml de saliva artificial por 60 s (Figura 4.4). Este ciclo foi repetido por 3

vezes durante o mesmo dia e o0s espécimes foram armazenados em geladeira.

Cada imersao, era feita em 1 recipiente diferente, sendo assim, ao final do desafio

haviam 3 recipientes de solucdo desmineralizante (acido cloridrico) para cada

espécime.

A primeira imersdo em HCI tinha como objetivo, simular um dente que ja

tivesse comecado a passar pelo processo de erosao dental e a primeira imerséao em

solugcdo com aditivos tinha a finalidade de tentar proteger o esmalte contra o acido

gue seria aplicado na sequencia e assim por diante.
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Figura 4.4 - Ciclo de desmineralizag&o - remineralizacao

Apoés a realizacdo da ciclagem, cada solugdo desmineralizante (1°, 2°, 3°
imersdo) foi armazenada separadamente e mantida congelada, para ndo ser

contaminada por bactérias e fungos até o momento de sua utilizacéo.

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente. Em sequencia
todas as amostras foram filtradas com papel de filtro, acoplado a um funil de vidro,
empregando-se um filtro para cada solucéo. Foi selecionada uma amostra de 10 ml

de cada solucao, totalizando 144 amostras de solugdes desmineralizantes
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4.9 Determinagéo da Dureza Superficial

Cada um dos espécimes foi avaliado quanto a sua dureza superficial em dois
diferentes aparelhos, o Microdurémetro HMV 2000 (Shimadzu Co. Kyoto, Japéo) e o
Ultramicrodurébmetro DUH W211S (Shimadzu Co., Tokyo, Japao).

4.9.1 Teste de Microdureza

Para a avaliacdo da microdureza superficial de esmalte, os espécimes foram
submetidos ao teste em um microdurémetro equipado com um endentador do tipo

Knoop.

Inicialmente, com o auxilio de uma morsa universal e um paralelémetro, os

espécimes foram fixados e posicionados em um plano paralelo a mesa do

microdurémetro e perpendicular a ponta endentadora.

Em cada espécime foram realizadas cinco endentacdes, com distancia de 100
pum entre elas. Os parametros utilizados foram a carga de 50g por um tempo de 15s.

(Scaramucci et al., 2011).

Os testes foram realizados por um unico operador e o equipamento havia
passado por recente calibragdo. A carga e o tempo foram programados no software
CAMS — WIN (Newage Testing Instruments, Inc — Southampton, PA) do computador
acoplado ao microdurémetro e a leitura foi realizada com a lente de magnificacéo de
50x (Figura 4.5).
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. Morsa Universal
Paralelémetro

Microdurémetro

Endentador
Knoop

Endentagao

Figura 4.5 — Teste de Microdureza de superficie

4.9.2 Teste de Ultramicrodureza

Para a analise de nanodureza de esmalte, os espécimes foram submetidos ao

teste em uma maquina de teste dinamico de ultramicrodureza DUH — W211S.

O local da endentacdo era escolhido por meio da imagem feita por um
microscépio 6ptico acoplado ao equipamento com aumento de 100X. A ponta
endentadora do tipo piramide triangular com angulo de 115° (Bercovich) era
posicionada na regido de interesse, para entdo, serem feitas as marcacdes, que
neste caso totalizaram 5 em cada Espécime.Os parametros aplicados foram de 5 pN
(White et al., 2011) e a taxa de aplicacao de forca foi de 0,01mN/s (Figura 4.6).
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Ultramicrodurémetro Endentador Triangular Mesa

= DUHAnalysis(1) — Step Load-unload[DUH] << Cf-Ap.As Correction >> — [Test result]

%] Eile Edit View Result Analysis Others -8 x
sHER B & ?
Step Load-unload Result | Mmodes-20mN-1 - 1 ™
Step No. Fmax | hwex | he | heax-he | HMTIIS tas 1 Hit T cit | nit Ta
] | T[] | (] [ fua] | Wme2] | Ww2] | Wwe2] | &1 | I |
1.08 0.0561 0.0452 0.0088 13171.386 ~  -----  <e-eo 7.478 -0.310
2.06  0.0955  0.0807  0.0148  8529.317  €863.966 --—- 1.984 20.995

3.08 0.1382 0.1189 0.0182  €083.045 18719.568 ----- 2.414 23.9238
4.08 0.1759 0.1587 0.0192  4987.523 22385.320 -

5.06 0.2218 0.1386 0.0230  3899.281 22095.889 - s
8.08 0.2694 0.2454 0.0240  3159.683 28697.334 ----- 1.289 22.859

7.08 0.3217 0.2902 0.0315  2582.053 23928.270 ----- 0.817 28.468
8.08 0.3701 0.3387 0.0334  2227.128 28532.547 ----- 0.733 27.772
8.08 0.41865 0.3800 0.0365  1983.522 31203.863 -~~~ 0.535 82.282
10.04 0.4817 0.4212 0.0405 1781.347 35633.418 ----- 0.751 34.63¢
11.07 0.5041 0.4582 0.0458  1847.464  34822.980 - 0.387 $9.938

12.07 0.5449 0.4388 0.0481 1637.918 35218.018
12.10 0.6857 0.5324 0.0582  1444.869 35370.336

14.07 0.6234 0.5660 0.0578  1369.887 36626.218 ----- 0.407 48.153
15.07 0.6614 0.8032 0.0581 1303.754 38074.992 2 --—-- 0.384 45.234
Ready NUM
Dados

Figura 4.6 — Teste de Nanodureza de Superficie

4.10 Determinacdo da Quantidade de Célcio e Fosfato por Espectrometria de
Emisséo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP — OES)

A perda de calcio e fosfato foi obtida a partir das solucfes de acido cloridrico
submetidas ao desafio erosivo. A quantidade de calcio e fosfato presente em cada
solucéo foi determinada empregando-se 0 espectrometro de emissao atdmica com
plasma de argbnio 700 Series ICP — OES, (Agilent Technologies, EUA) do
Laboratorio de Biologia Oral do Departamento de Materiais Dentarios da FOUSP
(Figura 4.7).

O espectrdmetro de emissdo atbmica é um equipamento para leitura
qualitativa e quantitativa de elementos quimicos de uma solucdo. Esta técnica de
analise quimica instrumental de cerca de 70 elementos quimicos que faz uso de
uma fonte de excitacdo de plasma de argonio a altas temperaturas (7.000 — 10.000

K). Para produzir, em uma amostra introduzida sob forma de neblina no centro do
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plasma, atomos excitados que emitem radiacdo em comprimentos de onda na faixa

de 125 a 950 nm, caracteristicos dos elementos nela presentes.

As radiacBes emitidas, apos a separacdo de seus comprimentos de onda por
sistemas Opticos, tém suas intensidades respectivas medidas por meio de
detectores de radiacdo especificos e correlacionadas as concentraces
correspondentes através de curvas analiticas obtidas pela medicdo prévia de

solugdes padréo.

Foram analisadas as quantidades de calcio e fosfato de cada uma das
solugcdes desmineralizantes (HCI) utilizadas durante a ciclagem. Também foram
analisados os acidos “brancos”, ou seja, os acidos em que nao houve contato com
0s espécimes. A leitura do branco serve para se obter a quantidade de célcio

presente no acido original, servido como padréo de referéncia.

Foi aspirada 2,5 ml de cada solucdo coletada e transportada até o
nebulizador, no interior do espectrébmetro, para que a amostra no estado liquido

fosse transformada em um gas que, entdo, era ionizado.

Os dados foram processados em escala de ppm (particulas por milh&o)
através do software ICP Expert Il (Agilent Technologies, EUA). Os parametros
utilizados para as leituras de calcio e fosfato estabelecidos por teste piloto foram o

comprimento de onda de 393,366 nm para o célcio e 177,434 nm para o fosfato.

misalcca
I

e n
&

ICP - OES Software

Figura 4.7 — Anélise de lons
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4.11 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi dividida em trés partes e realizada pelo software
estatistico Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc., Chicago, IL, EUA):

> Andlise estatistica das variaveis microdureza, nanodureza e quantidade
de calcio, por meio do teste paramétrico de analise de variancia.

> Andlise estatistica da variavel quantidade de fosfato, através do teste
nao parametrico de analise de variancia.

> Andlise estatistica da correlacdo entre os diferentes métodos

empregados.

Os valores de dureza obtidos durante as medicbes de microdureza e
nanodureza, bem como os de perda de calcio e fosfato, foram separados de acordo

com 0s respectivos grupos experimentais e tiveram suas médias calculadas.

Para a verificacdo da normalidade da amostra, os dados obtidos durante a
pesquisa foram submetidos ao teste estatistico de Shapiro-Wilks e para verificacao
da homogeneidade da amostra, os dados foram submetidos ao teste estatistico de
Hartley, ambos com nivel de significancia de 5%.

A distribuicdo dos dados das variaveis de microdureza, nanodureza e perda
de calcio apresentaram-se normais e homogéneas, portanto, foi utilizada a anélise
de variancia estatistica de ANOVA de 1 fator, seguida de teste de Tukey com nivel

de significancia de 5%.

Apesar de apresentar-se homogénea, a distribuicdo dos dados da variavel de
perda de fosfato ndo foi normal para o teste de Shapiro-Wilk, portanto utilizou-se o
teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis seguido de teste de Tukey com nivel de

significancia de 5%, para a analise de variancia entre 0s grupos.

Para verificar se houve correlacdo entre as quatro variaveis estudadas,

utilizou-se o teste de Correlacao Linear de Pearson.
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5 RESULTADOS

5.1 Valores de pH obtidos

Os valores de pH das solugdes utilizadas neste estudo para a ciclagem estao
apresentados na tabela 5.1. O Enxaguatorio Base acrescido de TiF, foi a solucéo
que apresentou o menor pH (1,99). A solucdo de acido cloridrico, proposta para
simular a desmineralizacdo, apresentou pH de 2,46. A solucdo base acrescida de
HMP apresentou pH de 6,88.

Tabela 5.1 - SolugBes empregadas na ciclagem des/remineralizacéo e respectivos valores de pH

Solugbes pH
HCI 0,01M 2,46
Enxaguatério Base 5,94
Elmex Erosion® 4,45
Enxaguatério Base + Caseina 5,05
Enxaguatorio Base + HMP 6,88
Enxaguatério Base + TiF4 1,99
Enxaguatério Base + SnF, 3,13

5.2 Andlise das Variaveis

Para a andlise dos resultados foram consideradas as quatro variaveis:

microdureza, nanodureza, quantidade de calcio e quantidade de fosfato. Para cada
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variavel, o fator de variacdo é o tratamento de superficie em seis niveis: Controle

negativo (C), Elmex Erosion (ELM), Caseina (CAS), Hexametafosfato de sddio

(HMP), Tetrafluoreto de titanio (TiF4) e Fluoreto estanhoso (SnF,) (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 - Estatistica descritiva das variaveis estudadas

Variavel Média DP N Max Min
Microdureza 329 33,7 48 411 245
260 67 48 390 127
Nanodureza
Quantidade de
Célcio Total 20 3,5 48 28 13
(ppm)
Quantidade de
Fosfato Total 2,2 1 48 6 1
(ppm)

DP (desvio-padrao), N (nimero total de espécimes), Max (valor maximo de média de dureza ou perda
de ions) e Min (valor minimo de média de dureza ou perda de ions).

Considerando a dureza de esmalte, € possivel observar que os valores de
microdureza final variaram de 245 a 411, apresentando uma meédia de 329 com
desvio padrdao de 33,7; jA os valores de nanodureza variaram de 127 a 390, com

média de 260 e desvio padréo de 67.

Os valores da andlise de ions por espectrometria demonstram que houve

perda total em média de 20 ppm de calcio e 2,2 ppm de fosfato nas solucdes acidas.

O teste estatistico de normalidade de Shapiro-Wilk para 0s grupos
experimentais de acordo com as variaveis utilizadas e nivel de significancia de 5%,
constataram que os valores de fosfato obtidos na analise de ions no espectrémetro
nao demonstraram distribuicdo normal (Tabela 5.3), o que justificou a utilizacdo do
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teste estatistico de Kruskall Wallis com a finalidade de obter-se a analise de

variancia para a comparacao entre 0s grupos.

Tabela 5.3 - Teste de Normalidade de Shapiro - Wilks (w) para todas as variaveis estudadas

Variavel Estatistica (w) Significancia Distribuicdo Normal (5%)
Microdureza 0,98 0,95 (p> 0,05) Sim
Nanodureza 0,96 0,36 (p> 0,05) Sim
Andlise de 0,96 0,36 (p>0,05) ,

g Sim
Calcio Total
Analise de 0,85 0,009 (p<0,05) N0

Fosfato Total

Na tabela 5.4, apresentamos as homogeneidades de Barlett para cada

variavel com nivel de significancia de 5%, demonstrando que todos 0s grupos

apresentaram-se homogéneos.

Tabela 5.4 - Teste de Homogeneidade de Hartley para todas as variaveis estudadas.

Variavel Estatistica (w) Significancia | Distribuicdo Homogénea (5%)
Microdureza 3,2 (p> 0,05) Sim
Nanodureza 4,6 (p> 0,05) Sim
Anadlise de (p>0,05) .
Céalcio Total 5 Sim
Analise de 1,67 (p<0,05) sim

Fosfato Total
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5.2.1 Microdureza de Superficie

A tabela 5.5 e figura 5.1 apresentam as médias finais dos valores de

microdureza e seus respectivos desvios padrao dos 6 grupos experimentais.

Tabela 5.5 - Médias dos Valores de Microdureza Knoop e respectivos desvios-padrao

TRATAMENTOS MF DP
C 331 21

ELM 353 22

CAS 330 23

HMP 319 32

TiF, 292 34

Snk; 351 33

Desvio - padrdo (DP). Controle negativo (C), Controle positivo (ELM), Caseina (CAS),
Hexametafosfato de sddio (HMP), Tetrafluoreto de titAneo (TIF,) e Fluoreto estanhoso (SnF,).

Os dentes submetidos as solu¢cdes ELM E SnF, apresentaram os maiores
valores médios de dureza e diferentes estatisticamente da solucdo de TiF; que
apresentou o menor valor. Ainda o ELM, SnF,, C, CAS e HMP sédo semelhantes

estatisticamente.
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Figura 5.1 - Comparacdo das médias dos valores de microdureza final entre os grupos
experimentais. As barras representam os desvios-padréo de cada grupo. Letras
iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p<0,05)

5.2.2 Nanodureza de Esmalte

A analise dos dados de nanodureza de esmalte (Tabela 5.6) mostra que o
grupo que obteve maior valor foi o tratado com o SnF, (323), apresentando
juntamente com a CAS o maior desvio padrao (65). Novamente o grupo tratado com

TiF4, demonstrou o menor valor de dureza (173).
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Tabela 5.6. - Médias dos Valores de Nanodureza e respectivos desvios-padrao

TRATAMENTOS NF DP
C 280 40

ELM 284 51

CAS 255 65

HMP 243 36

TiF, 173 39

Snk, 323 65

Desvio - padrdo (DP) Nonodureza Final (NF)

A figura 5.2 mostra que o grupo tratado com a solu¢do contendo SnF, foi a
gue apresentou o maior valor médio de nanodureza e é estatisticamente diferente
dos grupos tratados com as solucdes contendo HMP e TiF, que apresentaram
menores valores. Os grupos em que os espécimes foram tratados com SnF,, C,
ELM e CAS apresentaram valor médio de dureza estatisticamente semelhante.
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Figura 5.2 - Comparagdo das médias dos valores de nanodureza entre 0s grupos experimentais. As
barras representam o desvio-padrdo. Letras iguais indicam auséncia de diferenca
estatistica (p<0,05).
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5.2.3 Anélise de Célcio

A tabela 5.7 apresenta as médias dos valores de perda de célcio e seus
respectivos DP para cada grupo experimental em cada uma das duas imersbes Na
primeira imersdo a maior perda de ions calcio (13,27+3,1) ocorreu no grupo C. A
menor perda ocorreu no grupo ELM (9,31 2,0). Na segunda imersdo a maior perda
de ions calcio (10,86 + 3,0) ocorreu no grupo CAS seguida pelo grupo C (10,32 +
2,6).

Tabela 5.7 - Médias dos valores de perda de calcio e seus respectivos DP nas 2 imersdes realizadas

PRIMEIRA IMERSAO SEGUNDA IMERSAO

TRATAMENTOS Calcio DP Calcio DP
C 13,27 3,1 10,32 2,6

ELM 9,31 2,0 9,37 1,8

CAS 10,66 1,8 10,86 3,0

HMP 9,62 1,8 9,18 2,6

TIF, 9,53 1,1 9,61 2,6

SNF, 10,06 1,5 9,88 1,0

A figura 5.3 apresenta a comparacdo das medias dos valores de perda de

calcio e seus respectivos DP apods a primeira imersao em solugdo com aditivo. Pode-

se observar que o grupo C apresentou a maior média de perda de ions calcio em

relacdo a todos 0s outros grupos experimentais, sendo estatisticamente semelhante

ao grupo CAS. Os grupos ELM, HMP, TIF; e SNF, mostraram ser estatisticamente

semelhantes e diferentes do grupo C.
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Figura 5.3 - Analise da média da quantidade de calcio perdido na primeira imersdo Letras iguais
indicam auséncia de diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05).

A figura 5.4 apresenta a comparacdo das médias dos valores de perda de
calcio e seus respectivos DP apds a segunda imersdo. Pode-se observar que ndo
houve diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre nenhum dos grupos

estudados, sendo todos eles semelhantes ao grupo C.
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Figura 5.4 - Analise da quantidade de calcio perdido na segunda imersao em HCI apds imersdo nos
respectivos grupos experimentais. Letras iguais indicam auséncia de diferenca
estatistica entre os grupos (p<0,05)

A tabela 5.8 apresenta a média dos valores de perda de célcio total (soma da
primeira e segunda imersdo) e seus respectivos desvios-padrédo para cada grupo
experimental. O grupo C foi o que demonstrou maior perda de ions calcio (23 £ 4,7)
e maior desvio padrdo. Os grupos ELM e TiF, obtiveram a menor perda de ions

calcio (19) e desvio-padréo de respectivamente 3 e 2,7.

Tabela 5.8. - Valores de Perda de Calcio Total e DP

TRATAMENTOS Ca (ppm) DP
C- 23 4,7
ELM 19 3
CAS 20 2,5
HMP 18 3
TiF4 19 2,7

Snk; 20 2,2
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A figura 5.5 mostra que o grupo C obteve a maior média de valor de perda de
calcio entre todos os grupos, apresentando-se estatisticamente diferente dos grupos
ELM e HMP, que apresentaram os valores de menor perda. Os grupos CAS, TiFy,
SnF; e C- mostram ser estatisticamente semelhantes.

C- ELM CAS HMP

TIF4 SNF2

30

25

15 -

10 -

Perda de Calcio
(ppm)

Grupos Experimentais

Figura 5.5 - Comparacgdo da quantidade de perda de calcio total entre os grupos experimentais em
ppm. Letras iguais indicam auséncia de diferenca estatistica (p<0,05)
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5.2.4 Anélise de Fosfato

A tabela 5.9 apresenta as médias de valores de perda de fosfato e seus
respectivos DP para cada grupo experimental em cada uma das duas imersoes.

Na primeira imersdo a maior perda de ions fosfato ocorreu no grupo controle
(2,08 + 1,0), sendo a menor perda encontrada no grupo ELM (1,08 + 0,6). Na
segunda imerséo as perdas variaram entre 1,87 (C) e 1,07 (ELM) com DP entre 0,8
(SNF2) e 0,5 (C e HMP).

Tabela 5.9.-Médias dos valores de perda de fosfato e seus respectivos DP nas 2 imersdes realizadas

PRIMEIRA IMERSAO SEGUNDA IMERSAO

TRATAMENTOS Fosfato DP Fosfato DP
C 2,08 1,0 1,87 0,5

ELM 1,08 0,6 1,07 0,8

CAS 1,44 0,1 1,76 0,7

HMP 1,36 0,7 1,30 0,5

TIF,4 1,20 0,7 1,27 0,7

SNF, 1,37 0,6 1,25 0,8

A figura 5.6 apresenta a comparacdo das meédias dos valores de perda de
fosfato e seus respectivos DP apds a primeira imersao. Observa-se que 0 grupo
ELM apresentou menor perda de ions fosfato, sendo estatisticamente diferente do
grupo C que, por sua vez, mostrou-se estatisticamente semelhante a todos 0s outros
grupos estudados (CAS, HMP, TIF, e SNF).
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Figura 5.6. - Andlise da quantidade de fosfato perdido na primeira imersdo em HCI. Letras iguais
indicam auséncia de diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05)

A figura 5.7 apresenta a comparacdo das meédias dos valores de perda de
ions fosfato e seus respectivos DP ap6s a segunda imersdo. Percebe-se que os
resultados foram semelhantes aos obtidos na primeira imerséo, sendo o grupo ELM
estatisticamente diferente do grupo C que, por sua vez, apresentou-se

estatisticamente semelhante aos demais grupos experimentais estudados.
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Figura 5.7 - Andlise da quantidade de fosfato perdido na segunda imerséo. Letras iguais indicam
auséncia de diferenca estatistica entre os grupos (p<0,05)

A tabela 5.10 e apresenta as médias dos valores de perda do fosfato total
(soma da primeira e segunda imerséo) e seus respectivos desvios-padrdo para cada
grupo experimental. O grupo C foi o que mais perdeu fosfato (4,0) seguido pelo
grupo CAS (3,2), jA o ELM apresentou 0 menor valor de perda (1,2). JA 0s grupos
HMP, TiF, e SnF, apresentaram valores que variaram de 2,5 a 2,0. Os SP variaram

de + 0,6 (HMP) a + 1,4 (TiF4).

Tabela 5.10 - Médias dos Valores de Perda de Fosfato Total e respectivos DP

TRATAMENTOS PO (ppm) DP
C 4,0 1,0
ELM 1,2 1,2
CAS 3,2 1
HMP 2,5 0,6
TiF, 2,0 1,4

Snk; 2,2 1,2
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A figura 5.8 apresenta a comparacao entre a perda total de fosfato dos grupos
experimentais e o controle. ELM e TiF, mostram as menores perdas de ions fosfato,
sendo estatisticamente diferentes do grupo C. Ja a CAS, o TiF4 e 0 SnF;

mostraram-se semelhantes ao grupo controle.

-
ELM CAS HMP

TIF4 SNF2

Perda de Fosfato (ppm)
w

Grupos Experimentais

Figura 5.8 — Comparac¢do da quantidade de perda de fosfato total entre 0s grupos experimentais em
ppm. Letras iguais indicam auséncia de diferencga estatistica (p<0,05)
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5.2.5 Correlacdo entre as variaveis

A tabela a seguir (Tabela 5.11), apresenta a média final de cada um dos
grupos e testes experimentais utilizados para a confec¢cdo do Teste de Correlagéo

de Pearson.

Tabela 5.11-Valores de médias das Variaveis para o Teste de Correlagdo de Pearson

GRUPOS ~ MICRODUREZA NANODUREZA ~ TA-CI0 FOSEATO
C 331 280 23.6 3.9
ELM 353 285 18.6 12
CAS 331 256 215 32
AMP 319 243 18.8 25
TIF, 292 173 191 1.9
SNF, 351 323 19.9 2.2

Para verificar se havia correlacdo entre as quatro variaveis testadas, foi
executado o teste de Correlagcao Linear de Pearson. Os resultados encontram-se na

tabela 5.12. Estes dados também podem ser visualizados nos graficos 5.1 e 5.2.
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Tabela 5.12 - Correlacao Linear de Pearson para todas as variaveis

CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS

MICRO | MICRO MICRO NANO NANO CALCIO
VARIAVEIS X X X X X X
NANO | CALCIO | FOSFATO | CALCIO | FOSFATO | FOSFATO

r (Pearson) 0.94 0.08 -0.1 0.24 0.1 0.9
p= 0.004 0.87 0.84 0.63 0.84 0.01
SIGNIFICANCIA 5% ns ns ns ns 1%

Coeficiente de correlacgdo (r).

Foi aplicado o Test t aos niveis de 5 e 1%, informando-se que as correlacdes
sdo lineares. Observa-se que houve correlacdo estatistica entre as variaveis

microdureza e nanodureza e entre a analise da perda de célcio e perda de fosfato.
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Gréfico 5.1-Correlacao Linear de Pearson para Microdureza e Nanodureza. Coeficiente de correlagao
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Grafico 5.2-Correlacéo Linear de Pearson para Perda de célcio e fosfato. Coeficiente de correlacéo (r)
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6 DISCUSSAO

Hoje o mercado dispbe de diversos produtos de higiene bucal para prevencao
e controle da cérie dentaria, como pastas dentifricias e enxaguatoérios bucais.
Enxaguatérios bucais sdo 6timas opc¢des para complementacdo da higiene bucal,
mas também poderiam ser uma alternativa para pessoas que necessitam controlar a
perda de estrutura dental causada pela eroséo, principalmente aqueles portadores
de doencas que causam uma alteracdo gastrica como: bulimia, hérnia de hiato,

anorexia, gastrite, regurgitacao e refluxo gastresofagico.

Atualmente, existe somente um enxaguatério bucal, disponivel
comercialmente, especifico para erosdo dental. Este € produzido a base de fluoreto
de sodio, fluoreto de amina e cloreto estanho, e é comercializado somente na
Europa (Elmex Erosion®) e que foi empregado como um dos grupos experimentais

neste estudo.

Varios principios ativos (caseina, flaor, fosfatos, célcio, compostos de flior e
etc) para controlar a erosdo dental tém sido pesquisados, mas a literatura cientifica
ainda apresenta muitas davidas quanto aos efeitos protetores e/ou
remineralizadores destes. Alguns destes principios ativos mais promissores foram
selecionados a partir da literatura e foram avaliados neste estudo com finalidade de
serem incorporados a um enxaguatorio bucal. A literatura apresenta poucos estudos
gue propdem ou avaliam enxaguatérios com a finalidade de prevenir ou controlar a

erosao dental.
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6.1 Fluoretos

Os resultados obtidos com relacdo as andalise de micro e nanodureza
mostraram nao haver diferenca estatistica entre os dentes submetidos aos
enxaguatorios com aditivos e o controle negativo, exceto pelo TiF4, que apresentou
médias de valores de dureza menores do que o grupo C, sendo essas médias
estatisticamente significantes quando o teste realizado foi o de nanodureza.

O fluor j& tem efeito comprovado de acdo na prevencao e remineralizacdo de
esmalte dental em processos cariosos (ten Cate et al., 1997; Lagerweij; ten Cate,
2002) e vem sendo amplamente estudado quanto a seus efeitos no esmalte
desmineralizado em diferentes concentracdes, sais, consisténcias, formas de
aplicacdo e por processos de erosao de diferentes etiologias (Lagerweij; ten Cate,
2002; Larsen; Richards, 2002;; Bartlett et al., 2004; Hove et al., 2006; Hove et al.,
2007a; Hove et al., 2007b; Wiegand et al., 2008a; Wiegand 2008b; Schlueter et al.,
2009a; Schlueter et al., 2009b; Schlueter et al., 2009c; Gracia et al., 2010; Vieira et
al., 2011; Wegehaupt et al., 2012) .

O fato de a solucdo de TiF, ter apresentado os menores valores de dureza
pode estar ligado ao seu pH, que neste estudo foi de 1,99. Sendo assim, além da
solucdo de HCI o esmalte também sofreu amolecimento pela a¢do do pH da solucéo
de TiF,4, apresentando-se estatisticamente perceptivel no teste de nanodureza, onde
o endentador penetra menos profundamente que o endentador utilizado para a
realizacdo da microdureza, captando pequenas mudancas na superficie. Barbour et
al. (2005a), demonstraram que a nanodureza pode detectar o amolecimento dental a
partir de 30 s de exposi¢cdo ao acido citrico, em pH de 3,3, reforcando que essa
técnica de analise é sensivel o bastante para estudos iniciais de eroséo (Schlueter et
al., 2011).

Recentemente, Venasakulchai et al. (2010) compararam enxaguatorios bucais
com e sem fllor através de ciclagem com &cido citrico e obtiveram efeito positivo
entre a utilizagdo de fldor e microdureza. Também observaram que o aumento na

concentracdo destes aditivos conduz a menor perda de estrutura ao empregar
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perfilometria. Talvez essa relacdo nao tenha sido encontrada neste trabalho, porque
o tipo de acido utilizado foi o HCI. Este acido promove uma desmineralizagdo muito

mais acentuada que o acido citrico.

O efeito do ataque direto do ion de hidrogénio ocorre por combinacdo com 0s
carbonatos (COg3) elou fosfatos (PO,) liberando todos os ions dessa regidao da
superficie do cristal levando a uma erosédo direta da superficie. O acido citrico em
meio aquoso € uma mistura de ions de hidrogénio, acidos e moléculas acidas néo
dissolvidas, o H+ age diretamente sobre o dente, mas também ha a acdo de
complexacéo do célcio. O HCl em meio aquoso dissocia-se em H* e CI" (cloreto) e,
rapidamente e diretamente, dissolve e remove a superficie mineral (Featherstone e
Lussi, 2006).

O baixo pH do flior é desejavel para potencializar os efeitos de protecdo
causados pelo mesmo. Isso pode ser observado analisando-se 0s pHs das
solucbes, onde ELM, TiF, e SnF, tem pH abaixo do critico para desmineralizacao,
mostrando-se potencialmente capazes de produzir dissolucdo. Neste estudo,
optamos por ndo ajusta-los para ndo alterar sua possivel acdo. O baixo pH da
solucdo de fluoreto causa desmineralizacdo do esmalte e forma &cido fluoridrico
(HF), o que aumenta a penetracdo dos ions de fluoreto e promove a formacdo de
fluoreto de calcio (CaFy) (Gron, 1977).

Gu et al. (1996), pesquisando a influéncia das condi¢cdes de superficie dental
na incorporacdo de flior pelo esmalte, mostrou que quando os espécimes eram
tratados com acido fosforico 37% antes de receber o tratamento com flaor (TiF4 1%)
a incorporacéo deste era maior do que quando aplicado sozinho. Dessa forma, apos
o “condicionamento”, mais componentes organicos estdo expostos e ha maior area
de superficie, contribuindo para o aumento da incorporacao de flior. Além disso, h&
a formacdo de uma camada de diéxido de titdnio na superficie de esmalte, o que

aumentaria a resisténcia do mesmo.

Segundo Mundorff et al. (1972) o fluoreto de titanio interage com a superficie
dental de duas formas: quimicamente, diminuindo a solubilidade do esmalte e
aumentando o conteudo de fluor; e fisicamente, formando uma “capa” de protecao
em toda a superficie do esmalte. Esta capa seria formada por uma ponte

organometalica de moléculas de flior e esmalte. Blylikylmaz et al. (1997),
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analisando a resisténcia do esmalte humano tratado com TiF,; (1% e 4%) em um
desafio erosivo com HCI (0,1 M pH 1,2), observaram, por meio de andlises de
microscopia eletrénica de varredura, uma camada macica e resistente ao acido
recobrindo a superficie de esmalte. Apesar da presenca dessa camada protetora,
uma ligeira queda nos valores de microdureza pode ser constatada. Assim,
concluiram que essa camada é mais espessa e aderente quando utilizado o TiF, em
concentracdo de 4% e apesar de ser uma camada “delicada” é bastante estavel.
Estes resultados estdo de acordo com o0s encontrados no presente estudo, pois
apesar das andlises de leitura de calcio das solu¢cbes de TiF, apresentarem menor
perda de ions que o controle na primeira imerséo, foi observada diminuicdo da

dureza nas analises de micro e nanodureza.

O efeito protetor do TiF, pode ser observado na andlise de calcio na primeira
imersdo, onde este mostrou-se estatisticamente diferente do C- e semelhante ao
ELM, SnF, E HMP. Na segunda imersdo ndo pode ser observado esse efeito, pois
ndo houve diferenca estatistica entre nenhum dos grupos. Quando foi somada a
perda de calcio das 2 imersbes, o TiF; ndo apresentou diferenca estatistica se
comparado ao controle. Estes resultados sugerem um efeito inicial do TiF4 que néo
se mantém ao longo dos episédios acidos, mesmo com a reaplicacdo do
enxaguatorio. Resultados semelhantes foram encontrados por Hove et al. (2007b)
que utilizaram HCI 0,01M pH=2,2 em diferentes tempos de imersédo, onde o0 TiF,4
reduziu significantemente o efeito erosivo do acido, porém nestes estudos o fldor foi
aplicado somente uma vez. Esta protecdo foi melhor na primeira exposi¢céo e foi
declinando gradualmente apés a segunda e terceiras imersdes. Os autores
sugeriram que essa protecdo s6 dura por 3 exposi¢cdes consecutivas ao acido. Esta
tendéncia de diminui¢do do efeito do TiF, também foi encontrada por Hove et al. no
ano de 2006. O fato de a protecdo ser diminuida nas seguintes exposi¢cdes ao
enxaguatorio e ao acido, pode ser explicado pelo flior necessitar de uma superficie
pré-condicionada para se aderir, sendo assim, as superficie dos espécimes
utilizados no presente estudo possivelmente ainda possuiam a pelicula formada pelo

fldor, o que pode ter diminuido a eficacia de formacg&o de uma nova pelicula.

Com o objetivo de estudar o efeito de vernizes de TiF4 (4%) comparados com
vernizes de NaF e solucdes de TiF,; (4%), Magalhdes et al. (2008), submeteram

dentes bovinos a boca artificial com desafio erosivo realizado com refrigerante de
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lim&o pH=2,6 numa ciclagem de 5 dias, 6 x ao dia. Neste estudo a solugao de TiF,
ndo apresentou efeito preventivo contra a erosdo durante os 5 dias, porém quando
em forma de verniz ele promoveu esta protecdo. Os autores acreditam que este
efeito foi possivel, pois 0 verniz fica mais concentrado na superficie e durante mais
tempo, prolongando a reagao do fluoreto com o esmalte. Estes resultados mostram
que a forma de apresentacdo também pode influenciar na acdo do tetrafluoreto o

gue pode ter influenciado nos resultados obtidos no presente estudo.

O efeito protetor do TiF, em variadas concentragcbes e metodologias de
avaliacdo ja foi demonstrado em varios estudos (Buyukyilmaz et al., 1997; Tezel et
al., 2002; Schlueter et al., 2007; Vieira et al., 2011), porém pouco se sabe sobre a

durabilidade dessa pelicula formada por ele (Tveit et al., 1988).

Resultados semelhantes aos encontrados para o TiF, foram encontrados
quando avaliou-se a acdo do SnF, quanto a perda de calcio nas 2 imersdes e na

soma de todas elas.

Segundo Young et al. (2006), é provavel que o mecanismo de inibicdo da
erosdo do SnF, seja baseado na combinacdo dos ions de Sn e fluoreto de calcio,
onde os ions estanhosos formam uma camada de ions Sn adsorvidas a superficie
dental e a deposicéo de fluoreto de calcio sobre a camada de estanho. Hove et al.
(2006) avaliaram SnF, e TiF, quanto a protecado da superficie submetida ao acido
citrico. O SnF, mostrou 50% de reducédo nas profundidades das lesbes e o TiF, 88
%. Os dois fluoretos mostraram uma capa de protecdo sobre a superficie, nas quais

foram observadas rachaduras quando o tempo de eroséo foi aumentado.

Willumsen et al. (2004) verificaram os efeitos do pré-tratamento com SnF;
contra a exposicdo acida ao HCI 0,1 e 0,01M e concluiram que essa aplicacéo
prévia foi capaz de prevenir a erosdo, principalmente quando o pH do acido era de
2,2. Wiegand e Attin (2003) e Ganss et al. (2004) também encontraram essa
protecdo, porém em altas concentracdes do SnF,. J4, Young et al. (2006)
estudando, in vivo, o efeito de pastas dentifricias com SnF, em les6es de eroséo
dental observaram que estas sao capazes de proteger o esmalte quando o acido
citrico era de 10 mmol, porém quando a concentracdo era de 100 mmol nédo foi
observado nenhum efeito. Concluiram que estas pastas com SnF, sdo capazes de

proteger o esmalte desde que contra um acido fraco. Este efeito positivo de pastas



85

dentifricias com SnF, também foi encontrado por Huysmans et al. (2011). Como o
acido utilizado no presente estudo foi um acido forte (HCI), esta pode ser uma

explicacdo para a auséncia de efeito apds a primeira imersao.

Schlueter et al. (2010b) compararam a eficacia de um enxaguatério
experimental com SnF2 e outro com NaF.Neste estudo, todas as solucbes que
continham SnF2 reduziram significativamente mais a erosdao do que 0O grupo
controle. Estes mesmos autores (2009b) compararam a eficiéncia de misturas de
AmF, NaF e SnF2 em diferentes concentracfes para a reducao de eroséo por acido
citrico. Em todas as concentracfes a composicao foi capaz de reduzir a erosao
dental. Nestes 2 estudos o pH das solucdes foi ajustado para 4,5 e no presente
estudo o SnF2 tinha o pH de 3,13. Talvez este fluoreto apresente melhores
resultados quando em pH menos acido, pois neste pH, a remineralizacdo nao pode

acontecer e seu efeito fica dependente somente da camada protetora.

O ELM apresentou esse pH de aproximadamente 4,5 e foi o mesmo utilizado
nos estudos anteriores. Este composto, disponivel comercialmente vem
apresentando bons resultados quanto a protecdo da erosdo dental. Como seu
principio ativo é baseado no flior e no cloreto de estanho, supfe-se que sua acao
seja também a de formacao de uma pelicula protetora sobre a superficie do dente.
Sendo assim, o ELM néo apresentou resultados positivos quanto a analise de
dureza, pelos mesmos motivos ja apresentados anteriormente. Quando o ELM foi
analisado quanto a perda de ions na solugdo, este apresentou protecdo contra a
erosao quanto comparada com o controle, em todas as imersdes (exceto a segunda

de célcio) e tanto para perda de calcio quanto de fosfato.

Os resultados do grupo ELM (AmF/SnCI2/NaF) obtidos no presente estudo,
estdo de acordo com o apresentado na literatura. Gracia et al. avaliaram este
enxaguatorio no ano de 2010 e concluiram que este, mostrou niveis de incorporagao
de fluor significantemente altos contra o acido citrico. Esse efeito protetor também foi
encontrado neste mesmo ano por Yu et al. reduzindo a perda de calcio por erosao

com acido citrico por até 6 min.

Schlueter et al. 2009a, testaram o0s compostos empregados no ELM
(AmF/SnCI2/NaF) em diferentes concentracbes com exposi¢cao ao acido citrico. Os

resultados mostram que a deposi¢cdo de estanho na superficie dental foi alta tanto
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para os espécimes que sofreram erosdo quanto o controle, porém este Ultimo n&o
incorporou o estanho ao esmalte. A incorporagao foi mais profunda quando em altas
concentracfes. Concluiram que a eficacia dessas solucdes parece ser dependente
principalmente da incorporacdo do estanho no esmalte. Estes mesmos autores
(2009c¢) concluiram que a concentracdo de Sn pode ser reduzida sem reduzir sua
eficécia.

O fato de na andlise de fosfato, tanto na primeira imersédo quanto na segunda,
ter mostrado perda semelhante entre o controle e todos 0s outros grupos (exceto
ELM), pode estar ligada ao fato de algumas dessas solu¢des possuirem baixo pH o
gue potencializa o efeito do HCI. Este se dissocia e seus ions H+ ligam-se aos
fosfatos do dente, o que aumentaria sua concentragédo na solucao. No caso do HMP,
as concentracdes de fosfato na solucéo séo semelhantes ao controle provavelmente
pelo fato de este possuir fosfato em sua composicdo e talvez o ELM tenha se
mantido melhor por apresentar pH um pouco mais alto que os outros fluoretos

testados.

E interessante observar que os resultados encontrados tanto na analise de
calcio quanto na andlise de fosfato nos permitem perceber que, quando comparadas
entre si, todas as solucbes que continham fluoretos (ELM, TiF; e SnFy)
comportaram-se de maneira semelhante. E mesmo quando ndo apresentavam
diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle, mostravam tendéncia a perder

menos fons.

6.2 Caseina

Apesar de estudos (Barbour et al., 2008; Kanekanian et al., 2008; Hemingway
et al.,, 2010; White et al., 2011;) apresentarem efeitos benéficos da Caseina em

relagdo a erosdo dental, neste trabalho, em nenhuma das andlises realizadas, a
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Caseina conseguiu produzir um efeito protetor da superficie contra a

desmineralizacdo ou perda de ions.

White et al. (2011) avaliaram a capacidade de inibicdo da erosao dental pela
caseina e seus derivados. Dentes bovinos que passaram por teste de nanodureza
tinham um tempo de tratamento de 10 min e de erosdo de 1min; jA 0s que eram
avaliados com perfilometria, eram ciclados por 10 min tanto de tratamento quanto de
erosédo, sendo a ciclagem repetida por 9 vezes. Neste estudo, todos os aditivos que
foram avaliados quanto a perfilometria foram capazes de proteger a superficie
dental, ja com relacdo a nanodureza de superficie, apenas a caseina 0,5% sozinha

ou com fluor foi capaz de fornecer essa protecao.

O fato de os resultados do presente estudo conflitar com os apresentados
pode ser explicado pela metodologia empregada, tanto de andlise quanto de
tratamento de superficie. Segundo Kawasaki et al. (1999), o mecanismo de
adsorcdo das proteinas (caseina) a superficie dental esta ligado a concentracédo e
ao tempo empregados. Sendo assim, 0 tempo necessario para a adsor¢cao e
rearranjo dessa camada formada pelas proteinas € grande quando a concentracédo
de caseina é pequena e vice-versa. O fato de os estudos anteriores terem utilizado
tempos de imersdo superiores ao do presente estudo, sugerem que talvez fosse
necessaria uma concentracdo maior de caseina para que houvesse resultado.
Reforcando essa hipotese, o fato de ter-se utilizado HCI (um acido forte) para o
desafio erosivo pode ter limitado ainda mais o efeito da caseina pois os demais
estudos utilizaram acido citrico (acido fraco). O HCI dissocia-se totalmente em meio
aguoso e age imediatamente sobre a estrutura dental, ndo havendo tempo para a

formacédo da camada de proteinas.

Cheaib e Lussi (2011), com o objetivo de verificar se a adicdo de proteinas
(caseina e mucina) poderia melhorar o efeito protetor da pelicula dental contra a
erosdo causada por acido citrico (1 min), avaliando a microdureza de superficie,
observaram que a adicdo da caseina em conjunto com a mucina foi capaz de
proteger a estrutura, porém quando sozinha, a caseina nao foi capaz de aumentar
essa protecdo. O fato de as proteinas s6 demonstrarem efeito quando em conjunto
pode reforcar a hipétese de Kawasaki et al., pois em conjunto, a concentracdo de

proteinas € maior do que quando separadas e atrelado a isso também havia o tempo
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de acdo pequeno, tempo esse que era necessario para que houvesse apenas um
amolecimento da superficie e ndo houvesse perda de estrutura, proporcionando a

leitura de dureza sem falsos resultados.

6.3 Hexametafosfato de Sodio

O fato de o HMP ter apresentado um resultado superior quanto a analise de
calcio e um efeito nulo na dureza superficial, pode significar que nem sempre 0s
efeitos dos aditivos nas superficies dentais ocorrem no sentido de
remineralizar/endurecer essa superficie. Pode-se supor que o HMP promova a
formacdo de alguma barreira/pelicula fisica nessa superficie que protegeria o dente.
No caso dos testes de dureza, a pelicula pode “amortecer” a ponta penetradora do
aparelho, justificando os resultados pouco satisfatérios para este teste descrevendo
uma dureza menor que a convencional. Schlueter et al. (2011) comentam que
guando um material é depositado sobre uma superficie, neste caso o HMP, a
medida de dureza pode nao ser representativa, sendo essa uma das limitacdes do
método.

Segundo Hesaraki et al. (2009) o HMP age adsorvendo-se a superficie de
particulas carregadas positivamente por ligacdes ibnicas e eletrostaticas. Seu
mecanismo de acdo contra a exposicdo a acidos esta ligada a sua adsorcdo a

superficie no lugar dos fons (HPO.)* (Barbour et al., 2005b).

As analises de perda de célcio revelam que o HMP comporta-se de maneira
semelhante ao ELM, diminuindo a perda de calcio tanto na primeira quanto na soma
das imersdes. Estes resultados estdo de acordo com os efeitos protetores
encontrados por Barbour et al. (2005b), que encontrou reducdo de 64% de
dissolucéo de hidroxiapatita quando o HMP foi adicionado ao acido citrico. Também
Hooper et al. (2007) estudando o efeito protetor de dentifricios com HMP obteve

relacéo positiva de sua utilizagdo com a reducao da eroséo in vitro e in situ.
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A analise de ions fosfato ndo pode ser utilizada para avaliar a protecdo do
HMP pois este apresenta fosfato em sua composicgéo.

Quando a perda de célcio foi somada, observou-se que 0s grupos que
apresentaram-se estatisticamente diferentes do controle negativo foram ELM e
HMP. Estes resultados sugerem que a camada protetora formada por ELM e HMP é

mais resistente, ou oferece maior protecéo, do que a formada por TiF4,

6.4 Correlacédo entre as Variaveis

E interessante observar que o0s testes estatisticos empregados para
correlacionar os métodos de analise demonstraram que houve correlacdo entre os
testes de microdureza e nanodureza e entre os testes de analise de célcio e analise
de fosfato. Enquanto que néo foi encontrada correlacao entre os testes de dureza e

analise de ions.

Estes resultados nos levam a pensar que para avaliar o efeito de aditivos ou
substancias na superficie dental, tanto quanto ao seu efeito protetor quanto
remineralizador, é interessante lancar mao de diferentes testes como foi utilizado no
presente estudo, empregando testes fisico e quimico. Isto pode ajudar a explicar os
resultados tdo conflitantes encontrados na literatura que estudam métodos
alternativos para proteger a estrutura dental contra processos erosivos. O emprego

de um Unico método de avaliacdo podera conduzir a resultados incorretos
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7 CONCLUSOES

Dentro da metodologia estudada foi possivel concluir:

Quanto a dureza superficial

Os enxaguatdrios associados a caseina, hexametafosfato de sdédio,
tetrafluoreto de titanio, fluoreto estanhoso Il e o Elmex n&do foram
capazes de alterar a dureza positivamente. O tetrafluoreto de titanio
promoveu diminuicdo da dureza, detectada pelo teste de nanodureza.

Quanto a perda de ions calcio

Apds 30 segundos de imersdo seguida do acido por 10 segundos,
todos os enxaguatérios foram capazes de diminuir a perda de ions
célcio, exceto a caseina. Apdés a segunda imersdo todos o0s
enxaguatorios testados ndo foram capazes de diminuir a perda de ions
calcio. Os efeitos acumulativos das duas imersdes demonstraram que
o0 Elmex e o Hexametafosfato de Sodio sdo capazes de diminuir a

perda de ions calcio.

Quanto a perda de ions fosfato

Tanto na primeira quanto na segunda imersdao somente o Elmex foi
capaz de diminuir a perda de ions fosfato.

Os efeitos acumulativos das duas imersbes demonstraram que 0

Elmex e o TiF4 séo capazes de diminuir a perda de ions fosfato.

Quanto a correlacdo das variaveis

Houve correlacdo entre os testes de microdureza e nanodureza e entre
os testes de leitura de ions célcio e ions fosfato, mas ndo houve

correlacdo entre os testes de dureza e leitura de ions.
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Anexo A — Comité de Etica em Pesquisa (FOUSP)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

PARECER DE APROVAGCAO
Protocolo 111/11
CAAE 0124.0.017.000-11

Com base em parecer de relator, o Comité de Etica em
Pesquisc APROVOU o protocolo de pesquisa “Comparagdo da agdo
de principios afivos incorporados a um enxaguatério bucal na
prevengdo/controle da erosGo dental”, de responsabilidade dos
pesquisadores Tatiane Alexandre de Oliveira e Fernando Neves
Nogueira, sob orientagdo da Profa. Dra. Maria Angela Pita Sobral.

Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser
encaminhados a este Comité relatdrios  anuais referentes Qo
andamento da pesquisa e ao término copia do trabalho em ‘cd".
Qualquer emenda do projeto original deve ser apresenfada a este
CEP para apreciagdo, de forma clara e sucinta, identificando a parte

do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

S&o Paulo, 13 de dezembro de 2011.

cwdﬂlﬂg
Profa. Dra. Marcidr Turolla Wanderley

Coordenadora do CEP-FOUSP

Av. Prof. Lineu Prestes, 2227 - Cidade Universitaria " Armando de Salles QOliveira".
S0 Paulo - SP - CEP 05508-900 -Tel. (0XX11) 3091-7960
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Anexo B - Parecer do Comité de Etica em Animais

UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira”

@ Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - CEP. 05508-000 Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone :(55) (11) 3091-7733 - telefax : (55) (11) 3091-8405

e-mail: cep@ich.usp.br
Comissdo de Etica em Pesquisa

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo CEP-ICB N°® 166/2011 referente ao
projeto intitulado: “Comparagdo da acdo de principios ativos incorporados a um
enxaguatério bucal  na prevencdo/controle da  erosdo dental” sob a
responsabilidade de execugao dos autores Profa. Dra. Maria Angela Pita Sobral,
aluna Tatiane Alexandre de Oliveira e os pesquisadores Thais Scaramucci,
Fernando Neves Nogueira, foi analisado pela CEUA/ICB em 29.10.11, e
considerado isento de andlise da CEUA por utilizar dentes bovinos ja disponiveis

no Laboratério do Departamento de Dentista da Faculdade de Odontologia da

USP.

Sao Paulo, 30 de novembro de 2011.

T AN vier .

Prof. Dr. WOTHAN TAVARES DE LIMA
Coordenador da CEUA-ICB/USP
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Anexo C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa: Comparacao da Acao de
Principios Ativos Incorporados a um Enxaguatério Bucal na Prevencao/Controle da
Erosdo Dental. Sua participacdo é voluntaria e seu consentimento pode ser retirado

a qualquer momento.

Este estudo tem como objetivo comparar (in vitro) o desempenho de um
enxaguatorio bucal acrescido de diferentes principios ativos para prevencao e

controle da erosdo dental de origem intrinseca.

Sua participacdo nesta pesquisa consistira em mascar um filme de parafina
sem sabor por 10 minutos para concomitante coleta de sua saliva através de seu
depdsito em tubos plasticos. Esta saliva sera congelada a -80°C e ap6s a utilizacao
no estudo, sera descartada em local apropriado. Nao ha riscos relacionados a sua
participacdo no estudo. Este estudo pode trazer como beneficio uma alternativa de

prevencao de erosdo dental para pacientes com disturbios géastricos e alimentares.

A coleta sera realizada no Laboratério de Pesquisas Aplicadas a Dentistica
Prof. Lincoln Steagall do Departamento de Dentistica e Endodontia da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo.

As informacfes obtidas nessa pesquisa seréo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacdo, sendo os dados necessarios divulgados de forma a

nao permitir a sua identificagéo.

Apos ter sido informado (a) e ter minhas duvidas suficientemente esclarecidas

pelo pesquisador concordo em participar de forma voluntaria desta pesquisa.
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Nome: RG:

Assinatura

Sao Paulo, de de 2011.

Pesquisadores

Professora Doutora Maria Angela Pita Sobral CRO: 23336

Pés - graduanda: Tatiane Alexandre de Oliveira CRO: 98757

Faculdade de Odontologia da Universidade de S&o Paulo - Departamento de
Dentistica.

Aveninda Prof. Lineu Prestes, 2227. Cidade Universitaria, Butantd. CEP:
05508-900. S&o Paulo — SP. Brasil. Telefone: (11) 3091-7843. E-mail:

tatiane.oliveira@usp.br

Se houver davidas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia (Av. Prof. Lineu Prestes 2227,

05508-000 S&o Paulo ou pelo e-mail cepfo@usp.br)



