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RESUMO

A erosdo dentaria € a perda progressiva de estrutura dental devido a exposi¢ao
cronica desta a acidos nao bacterianos e de origem intrinseca (suco gastrico)
ou extrinseca, através da alimentacdo. Devido a existéncia de alimentos em
beneficio humano, o desenvolvimento e inovacdo de produtos com
componentes naturais tém motivado pesquisas que objetivam prevenir
doencas, além de criar novos nichos de mercado.O objetivo deste estudo foi
verificar o efeito protetor do azeite de oliva e da pasta de pinh&o ao esmalte
bovino em desafio erosivo causado por um refrigerante contendo acido
fosférico na composicdo. Para isto, os espécimes foram expostos aos
produtos-teste por 2 minutos, uma vez ao dia por 4dias.Por tempo idéntico,
entre cada intervalo de tratamento, os corpos de prova foram mergulhados no
refrigerante. Apds, foram mensuradas as variacdes do teor de flior e célcio na
solucdo erosiva utilizada, além de medidas de microdureza e analise
morfolégica da superficie dental por microscopia eletrénica de varredura. Os
resultados mostraram que as perdas de flaor, célcio e microdureza superficial
foram estatisticamente maiores para o grupo controle tratado apenas com agua
destilada e menores para o grupos com azeite de oliva e pasta de pinhéo,
respectivamente. Em concordancia a estes dados, as micrografias mostraram
maiores alteracdes morfoldégicas na superficie de esmalte do grupo controle,
seguido do azeite de oliva e pasta de pinhdo. Em conclusdo, este estudo
sugere uma possivel aplicabilidade do azeite de oliva e da pasta de pinhdo na
protecdo contra a erosao dentaria.

PALAVRAS - CHAVE: erosdo dentaria; odontologia preventiva; alimento
funcional.



ABSTRACT

Dental erosion is the progressive loss of tooth structure due to chronic exposure
to this non-bacterial acids and intrinsic origin (gastric) or extrinsic through
feeding. Because there are foods on human benefit, the development and
innovation of products with natural components have motivated research that
aim to prevent disease and create new market niches. The aim of this study
was investigate the protective effect of olive oil and Araucaria angustifolia seeds
to bovine enamel in erosive challenge caused by a soft food containing
phosphoric acid on composition. For this, the specimens were exposed to test
products for 2 minutes once a day for 4 days. On the identical time, interval
between each treatment, the specimens were immersed in the soft drink. After,
we measured changes of calcium and fluoride levels in erosive solution used,
and hardness measurements and morphological analysis of the tooth surface
by scanning electron microscopy. The results showed that losses of fluoride,
calcium and microhardness were statistically greater for the control group
treated only with distilled water and lower for groups with olive oil and paste
Araucaria angustifolia seeds, respectively. In agreement with these data, the
micrographs showed greater morphological changes in the enamel surface of
the control group, followed by olive oil and Araucaria angustifolia seeds. In
conclusion, this study suggests a possible applicability of olive oil and paste
Araucaria angustifolia seeds on protection against dental erosion.

PALAVRAS — CHAVE: dental erosion; preventive dentistry; functional foods.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A Odontologia atual tem se embasado na premissa basica de que a
prevencao de doencas deve se sobrepor aos conceitos obsoletos de cunho
meramente curativo (MOURA; MOURA; TOLEDO, 2007). Objetiva-se com uma
visdo moderna de Odontologia Preventiva, alcance de saude perfeitamente
satisfatoria, visto que cuidados com a cavidade bucal refletem diretamente no
organismo como um todo (FREIRE; MACEDO; SILVA, 2000).

Por muito tempo a prevengdo na area odontolégica focou-se basicamente
em procurar meios que impedissem ou amenizassem danos resultantes da
carie dentaria. No entanto, com o declinio desta doenca na populacgéo,
comecou-se a dar atencdo as outras alteracdes bucais danosas como a erosao
dentaria (GANSS; KLIMEK; GIESE, 2001).

A erosao dentaria € uma condicdo bucal etiologicamente multifatorial que
abrange fatores bioldgicos, quimicos e comportamentais (LUSSI; JAEGGI,
2008). Ela representa a perda progressiva de estrutura dental quando da
exposicao crbénica a acidos de origem néo bacteriana, podendo ser intrinseca
(IMFIELD, 1996) quando relacionada a &cidos oriundos do suco gastrico
associado com transtornos alimentares (JOHANSSON; NORRING; UNELL;
JOHANSSSON, 2012) como a bulimia e anorexia nervosas (TRAEBERT;
MOREIRA, 2001) ou entdo com outros problemas gastricos como o refluxo
esofagico (CORREA et al., 2012). A exposi¢cao extrinseca aos acidos inclui os
provenientes de uma grande gama de alimentos que contém os acidos
ascorbico, acetilsalicilico, citrico (YIP; SMALES; KAIDONIS, 2002), malico,
tartarico, fosférico e/ou carbbnico em sua composicdo (FRAUNHOFER,;
ROGERS, 2004).

O consumo indiscriminado de bebidas com baixo pH (refrigerantes,
vinagres, sucos de frutas acidas e isotdnicos) tem sido apontado pela literatura
como uma das principais causas da erosdo dentaria (MOYNIHAN, 2005;
CAVALCANTI et al., 2010). Marca et al. (2009) também relataram doces do tipo
pirulito como sendo passiveis de causar lesdes erosivas.

Objetivou-se verificar o potencial erosivo de alguns produtos, 75 incisivos

deciduos foram divididos e 3 grupos. Os espécimes foram imersos nas
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solucdes (I: saliva artificial; Il: refrigerante de cola; Ill: suco de laranja a base de
soja) por 5 minutos, 3 vezes ao dia, durante 60 dias. Foram analisados 30
corpos de prova quanto a microdureza e 15 em microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Os grupos Il e lll apresentaram diminuicdes de durezas
superficiais similares e mais severas que o0 grupo controle. Os resultados
obtidos com o MEV evidenciaram uma alteracdo estrutural evidente para os
grupos Il e Ill, ndo havendo modificagbes no grupo |. Aponta-se, portanto para
uma relacdo diretamente proporcional entre o consumo de refrigerantes e
sucos acidos com o0 acometimento da estrutura dentaria a erosdo (TORRES,
2010).

Entretanto, a literatura tem mostrado, a relacdo de lesbes erosivas com
exposicdo a acidos decorrentes do exercicio de algumas atividades fisicas
(VIANNA; SANTANA, 2001) como nadadores devido a exposicdo frequente a
um meio de baixo pH (MATTA; IRAKAWA, 2004) e também os provadores e
vinho (MULIC et al., 2010).

E possivel associar ainda a possibilidade de erosio dentaria a utilizacéo
continua de alguns medicamentos, sobretudo na infancia (NEVES; PIERRO;
MAIA, 2007) como os corticoesterdides (VILLORIA, 2007), o paracetamol, a
amoxicilina (CHINARRO; ZELADA, 2006) e anti-histaminicos (PIERRO et al.,
2010).

Em relacdo ao diagnéstico de erosdo dentaria, a literatura ainda néo é
bem clara e sugere maiores estudos a respeito, mas destaca que a
determinacdo de lesdes verdadeiramente de cunho erosivo deve ser
acompanhada de anamnese individual e considerando aspectos dietéticos
(GANSS, 2008).

Considera-se que o inicio do processo erosivo a estrutura dental é
caracterizado apenas pela perda/desmineralizacdo superficial, sendo inclusive
passivel de remineralizacéo por intermédio da acéo salivar (EISENBURGER et
al., 2001). Ao persistir o contato dentario com o meio acido, resulta-se em
amolecimento e desgaste estrutural clinicamente percebido como diminuicado
de brilho, perda de lisura (GUPTA et al., 2009).

A permanéncia e evolucdo da erosdo dental pode resultar em perda de
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dimensdo vertical, alteracdes oclusais, sensibilidade e comprometimento
estético (BRANCO et al, 2008), além de possibilitar prejuizos a polpa (GUPTA,
et al., 2009).

Quanto a velocidade do processo erosivo, é possivel afirmar que fatores
mecanicos contribuem significativamente para uma perda estrutural mais
acelerada. Neste caso, a préopria escovacdo é capaz de induzir maiores
desgastes pela abrasdo (RIOS et al., 2006). Assim, é recomendavel aguardar
no minimo uma hora para realizar higienizacdo bucal com escovas dentais
apos um desafio erosivo (ATTIN et al., 2000).

A saliva tem papel preponderante na protecdo contra erosdo dentaria,
uma vez que este liquido fisiolégico € composto por uma parte organica e outra
inorganica representada pelos seguintes componentes: bicarbonato,
responsavel pelo tamponamento do meio bucal; célcio e fosfato, fundamentais
para a manutencao da integridade dental, uma vez que possibilitam uma taxa
mais lenta de dissolucdo da estrutura dental (BUZALAF; HANNAS; KATTO,
2012) em situacdes de desafios acidos (BARBOUR et al.,2008). Ja o flaor
possui acdo remineralizadora e controladora da perda de minerais no processo
erosivo (WANG; LUSSI, 2010).

Em pesquisa com adolescentes britdnicos e estadunidenses com idades
entre 11 e 13 anos, revelou-se que 41% do grupo dos Estados Unidos e 37%
dos pertencentes ao Reino Unido da amostra apresentaram lesdes erosivas em
seus dentes (DEERY et al., 2000).

No Brasil, estudos epidemiolégicos estimaram que a prevaléncia de
erosdo dentaria em dentes deciduos foi de 58%, em 2006 (MURAKAMI,
CORREA; RODRIGUES, 2006) e de 51,6 em 2011 nas amostras estudadas
(MURAKAMI et al., 2011).

Um estudo relacionando dieta e a saude bucal foi realizado na China,
aonde o desenvolvimento econémico nas Ultimas décadas tem repercutido
significativamente no estilo de vida da populacdo. Os resultados demonstraram
que a prevaléncia da erosdo dentaria na denticio permanente de 1499
criancas entre 12 e 13 anos de idade foi de 27,3%, mostrando a necessidade
de atencdo em saude, relacionando aspectos bucais e comportamentais
(WANG et al., 2010).
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Apesar de a erosdo dentaria ser de prevaléncia consideravel em diversos
paises, um estudo realizado na Noruega encontrou que 0s participantes
escolhidos de forma aleat6ria demonstraram ter consciéncia da possibilidade
de evitar aquela alteracdo bucal. Mas, apresentaram um alto consumo de
refrigerantes. Desta forma, o0s resultados apontam para a necessidade de
estratégias de intervencdo com vistas a prevencdo (ASMYHR; GRYTTEN;
HOLST, 2012).

Trés presumiveis agentes anti-erosivos foram estudados, sendo eles:
duas solucdes de fluoreto de sédio a 1400 mg/L e 4500 mg/L e mousse a base
de caseina de fosfato de célcio, além de solugéo saturada de hidroxidoapatita
destinadas ao grupo controle positivo e &agua deionizada para controle
negativo. Inicialmente, as amostras foram erodidas utilizando-se acido citrico
0,3% de pH 3,2. Apdés isso, os espécimes (dentes humanos) divididos em
diferentes grupos, passaram por tratamento com todos os produtos-teste. As
solucdes fluoretadas permaneceram em contato com as superficies dentérias
por 2 minutos. Para o controle positivo, o tratamento durou 60 minutos,
enguanto que para o controle negativo foi deixado sobre o dente por 5 minutos
(conforme recomendacédo do fabricante). A nanodureza medida antes e apés o
experimento demonstrou que apenas o controle positivo e solugéo de fluoreto
de sodio mais concentrada foram capazes de reduzir o amolecimento de
esmalte (ABDULALAH et al., 2012).

Azevedo et al. (2012) verificaram in vitro o efeito protetor de laser Nd:YAG
combinados ou ndo com fldor na tentativa de diminuir efeito do ataque &cido
em dentes deciduos humanos. As amostras foram divididas em seis grupos de
acordo com o tratamento recebido antes da desmineralizac&o: controle (sem
tratamento); fldor gel 1,23%; verniz fluoretado 5%; laser Nd:YAG 0,5W/10Hz;
gel fluoretado 1,23% e laser Nd:YAG; verniz fluoretado e laser Nd:YAG. A
dureza de esmalte foi verificada apds cada tratamento e encontrou-se que 0s
melhores resultados foram obtidos com o uso de gel fluoretado 1,23% e
também no grupo que recebeu aplicagdo de laser associado com flior em gel
1,23%. Sendo assim, foi possivel concluir que o uso de laser associado ou nao
com aplicagbes de flaor, seja em gel ou verniz, ndo foi mais efetivo que usar

somente o fldor.
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White et al. (2010) pesquisaram capacidade protetora de colutérios
fluoretados comerciais e solugbes preparadas de diferentes concentracdes de
flaor frente a desafios acidos. Todas as concentracdes a partir de 10ug/g de
fluoreto foram capazes de diminuir a erosao dentaria.

Um estudo in vitro foi realizado para investigar o efeito de um dentifricio
contendo 5000ppm de fllor sobre a erosdo dentaria. Os resultados mostraram
que duas aplicacbes diarias do dentifricio-teste por um periodo de trés
semanas foi suficiente para proteger esmalte dentario da eroséo acida causada
pelo suco de laranja (ph 3,8) (REN et al., 2011).

O laser de CO, foi avaliado na prevencdo da erosdo de esmalte. Para
isso, 140 amostras de esmalte foram divididos em 4 grupos: controle (sem
tratamento); irradiacdo com laser de CO, (0,3 J / cm?, 5uS, 226Hz); aplicacéo
de NaF 1,25% por 3 minutos; aplicacdo de fluoreto 1,25% acrescido de
exposicdo ao laser de CO,. O desafio erosivo foi realizado com exposi¢éao das
amostras em &cido citrico (pH 2,3) por 20 minutos, 2 vezes ao dia por 5 dias e
a erosdo medida no esmalte por perfilometria no primeiro, terceiro e quinto
dias. A perda de esmalte foi significativa em todos os grupos estudados. No
entanto, o uso do laser de CO;, e este método combinado com fluoretacéo
tépica foram mais eficientes na protecdo do esmalte dentario (RAMALHO et al.,
2012).

Em desafio erosivo causado por refrigerante, ao comparar duas marcas
comerciais de vernizes fluoretados com uma férmula deste produto contendo
tetrafluoreto de Titanio (TiF4-T), Magalhdes et al. (2007) nao encontraram
diferencas significantes de protecdo a estrutura dental quando se observaram
resultados de andlises perfilométricas e de microdureza nas amostras
estudadas. Estes dados foram semelhantes aos encontrados por Tavassolli-
Hojjati et al. (2012), pois ndo foram percebidas variacBes significantes de
resultados entre os produtos testados (verniz fluoretado 2,26% e géis de flior
fosfato acidulado 1,23%) em outro estudo.

Ganss et al. (2012) encontrou em estudo que o uso de creme dental a
base de Estanho e quitosana mostrou-se bastante promissor e eficiente na
reducdo de perda de tecido dentario frente ao desafio erosivo com acido citrico

(pH 2,5) 6 vezes ao dia, por 2 minutos durante 10 dias consecutivos.
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A possibilidade de géis clareadores protegerem o esmalte dentario contra
erosdo &cida foi estudada da seguinte forma: amostras de dentes bovinos
divididos em 4 grupos (controle; peroxido de hidrogénio 35%; perdxido de
hidrogénio 35% acrescido de gluconato de célcio 2% e perdxido de hidrogénio
com adicéo de fluoreto de sédio 0,6%) tratados com seus respectivos produtos-
teste por 40 minutos e armazenados por 2 horas em saliva artificial. Apds,
realizou-se desafio erosivo em refrigerante de limao (pH 2,8) 4 vezes por dia,
por 2 minutos, durante 5 dias. As amostras foram lavadas e armazenadas em
saliva artificial entre cada ciclo erosivo. Ao final de cada fase foram feitas
medidas perfilométricas e observou-se que ocorreu erosdo em maior
intensidade no grupo controle e no tratado apenas com peroxido de hidrogénio
35%, apesar de este produto ndo aumentar de forma significativa a
sensibilidade dental a perda erosiva de esmalte. O peréxido de hidrogénio 35%
enriquecido de calcio foi significativamente capaz de proteger o esmalte dos
desafios erosivos (BORGES et al., 2012).

Sales-Peres et al. (2012) desenvolveram um gel a base de extrato de
Euclea natalensis, uma planta comumente utilizada no continente africano na
prevencao de doencas bucais.O objetivo do estudo foi verificar o efeito protetor
a dentina de terceiros molares humanos submetidos a exposi¢do erosiva em
acido citrico 6%. O gel foi capaz de reduzir a permeabilidade dentinaria em
66%, entretanto os autores sugerem novos estudos para comprovar sua
aplicabilidade clinica.

Algumas solucdes antiacidas foram testadas in vitro e comparadas com a
saliva artificial na protecdo contra ataque acido realizado em dentes bovinos
por 2 minutos, 1 vez ao dia, por 5 dias com acido cloridrico 0,01M (pH 2,0). Por
intermédio de perfilometria e testes de microdureza, verificaram-se efeitos
protetores dos seguintes grupos experimentais, além do controle: hidréxido de
magneésio; hidroxido de aluminio; hidroxido de magnésio e hidréxido de
aluminio; aluminato de magnésio hidratado; e outro contendo alginato de sédio,
bicarbonato de sodio e carbonato de sédio. Os resultados mostraram
significativa reducéo de perda de esmalte com uso de antiacidos. No entanto,
as medidas de microdureza iniciais e finais foram semelhantes em todos os
grupos, incluindo o grupo controle tratado com saliva artificial. Uma possivel

explicagdo para isto é o fato de que microdureza € um exame mais indicado
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para efeitos erosivos iniciais, 0 que nao é o caso deste estudo. Apesar de ainda
se fazerem necessarios outros ensaios, enxaguar a boca com solucbes
antiacidas ap6s contato dos dentes com acidos, incluindo vémitos, parece
favorecer prevencao contra erosdo dentaria (TURSSI et al., 2012).

Estudos epidemiolégicos atuais vém demonstrando a real relacdo entre o
elo dieta e saude, baseando-se na capacidade de certos alimentos a
colaborarem na prevencdo de doencas e manutencdo da saude, pois sdo
inlmeros 0s componentes disponiveis nestes produtos responsaveis por
efeitos benéficos ao organismo humano. Além de diversos outros efeitos
fisiologicos dos alimentos ditos funcionais, podem ser destacados: a acdo de
reduzir lipidios plasmaticos, agir como agente anti-inflamatério e também
antimicrobiano (ANGELIS, 2001).

A Odontologia, sobretudo quando se trata de prevencdo de doencas
bucais tem demonstrado grande interesse nos habitos alimentares, uma vez
que esta associacdo é bastante evidenciada pela literatura cientifica. Neste
contexto, os alimentos podem conter caracteristicas que aumentem ou
diminuam riscos da ocorréncia de doencas bucais (MOYNIHAN, 2005; HAGUE,
2011).

Como medida protetora frente a erosédo dentéria, alguns autores sugerem
uso de chicletes estimuladores de salivacdo ou também a ingestdo de
alimentos ricos em calcio, tais como: leite e queijo (GEDALIA et al., 1991,
LEWINSTEIN, 1993).

As propriedades de atuacao favoravel no processo de remineralizacao e
de proteger o esmalte dentario contra desmineralizacdo foi percebida em
estudo com iogurte, devido a presenca de caseina (FERRAZZANO, 2008).
Esta proteina e também a albumina, presente em ovos, foram estudadas
quanto a capacidade de proteger o esmalte dentario de desmineralizacdes
oriundas de alguns acidos: citrico, malico ou latico. Estas proteinas tiveram
efeitos protetores estatisticamente significativos na protecdo contra a erosao
nos molares humanos deste estudo quando adicionadas na concentracdo de
0,2% em refrigerantes comerciais (HEMINGWAY et al., 2010).

Na Tailandia, uma pasta de camardo com alto teor de calcio na
composicdo, foi testada contra erosdo dentaria. Um desafio erosivo foi

realizado expondo-se esmaltes dentarios em suco de tamarindo por 15
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minutos, uma vez ao dia e durante um periodo de 29 dias. Apesar de ter sido
instituido um ataque acido prolongado, encontrou-se efeito protetor significante
(CHUENARROM; BENJAKUL, 2010).

Em experimento, com o objetivo de estudar o efeito protetor do cha verde
contra a erosdo dentaria, dez individuos utilizaram dispositivos intra-orais
contendo amostras de dentes bovinos. Os voluntarios foram orientados a
removerem os dispositivos e imergi-los em 150 ml de refrigerante (pH 2,7)
durante 5 minutos, 4 vezes ao dia, por um periodo de 5 dias. Durante o periodo
do desafio erosivo, os voluntarios tomavam um gole da solucdo erosiva e
imediatamente reinstalavam o aparelho intra-oralmente. Em seguida
realizavam enxague da cavidade oral com cha verde por 1 minuto. O célculo
médio de cinco leituras perfilométricas das superficies dentarias de cada
amostra foi analisado e verificou-se que a o cha verde apresentou-se como
sendo potencialmente protetor contra desgaste dentario por erosdo acida
(KATO, 2009).

Oriunda da Bacia do Mediterraneo, a oliveira, cuja denominacao
taxonbmica é Olea europea, possui frutos denominados de olivas (azeitonas)
gue quando maduros, extrai-se 0 azeite de oliva. Entretanto, outras formas de
consumo também podem ser observadas, como por exemplo, as conservas
(OLIVEIRA; VIEIRA-NETO, 2010).

O Brasil figura como o quarto colocado entre 0s paises mais
importadores de azeite de oliva no mundo, caracterizando o gosto desta
populacao pelo produto (OLIVEIRA, VIEIRA-NETO, 2010). Sabe-se ainda que
entre 2004 e 2009, esta importacdo saltou de 23 para 42 mil toneladas,
demonstrando aumento de quase 80% (CONSEJO OLEICOLA
INTERNACIONAL, 2012).

Em relagdo a composi¢cdo quimica dos azeites de oliva, destacam-se 0s
constituintes: acidos graxos (oléico e palmitico), carotendides, tocoferois,
clorofila, antocianinas e fendis totais (PESTANA-BAUER, 2011).

Estudos tém demonstrado a utilizacdo de produtos a base de oliva para
finalidades terapéuticas, pois existe associacdo destes com a diminuicdo do
risco de arteriosclerose, doencas cardiovasculares e outras doencas (VISOLI;
GALlI, 2002).
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Um estudo do tipo caso-controle foi realizado no Chipre para observar as
repercussdes da dieta mediterranea na saude. Esta dieta utiliza o azeite de
oliva na protegcéo contra o desenvolvimento de cancer de mama em mulheres
entre 40 e 70 anos. Encontrou-se que este padrao alimentar rico em vegetais e
azeite de oliva pode influenciar beneficamente um efeito protetor a mulheres
com idades entre 40 e 70 anos contra o desenvolvimento de cancer de mama -
(DEMETRIOU, 2012).

Saleh e Saleh (2011) estudaram o efeito protetor do azeite de oliva contra
a osteoporose. Para tal, ratas Wistar de 12 a 14 meses foram divididas em trés
grupos: | — controle; Il — ovariectomizadas; Ill - ovariectomizadas e com
suplementacéo alimentar de azeite de oliva extra virgem. Apds 2 meses, foram
colhidas amostras de sangue que evidenciaram diminuicdo dos niveis
plasmaticos de célcio nas ratas do grupo Il, a0 passo que essa perda foi
atenuada no grupo lll, inclusive com aumento do teor do ion analisado.
Verificaram-se variacfes das espessuras das tibias, encontrou-se que houve
consideravel reabsorcdo 6ssea e aumento de osteoclastos no grupo Il. Para os
grupos | e lll, os resultados foram semelhantes, porém melhores quando
comparados ao segundo grupo. Assim, concluiu-se que o azeite de oliva
parece ser promissor na prevencdo e tratamento de osteoporose pos-
menopausa.

Na Odontologia, ja ha certo tempo os azeites de oliva tém contribuido para
os tratamentos endodénticos. Uma pesquisa envolvendo 33 dentes deciduos
em 31 criangas de 1 a 11 anos de idade. Este estudo mostrou que o tratamento
endododntico realizado com hidréxido de calcio e azeite de oliva foi eficaz em
97% dos casos (MASSARA, 2012).

Mello et al. (2011) encontraram que o0 azeite de oliva mostra-se eficaz
quando adicionado ao p6 de hidréxido de calcio para tratamento de
perfuracdes radiculares, pois promoveu formacdo de um selamento
mineralizado da lesao.

Apesar de existirem poucos dados a respeito, um produto natural de
conhecida importancia regional é o pinhdo. Este € a semente do Pinheiro-do-
Parana ou também denominado araucaria (Araucaria angustifolia) e bastante
presente e consumido na regido sul do Brasil. Quanto a sua composi¢cao

quimica, prevalece-se a presenca de amido, magnésio, cobre e fibra alimentar,
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mesmo apos cozimento, como comumente € consumido (CORDENUNSI et al.,
2004).

O extrato hidroetandlico de folhas de araucéaria (Araucaria angustifolia)
teve sua atividade anti-herpética testada in vitro. Os resultados corroboram
com 0 uso popular desta planta para finalidades antivirais (FREITAS, 2009).
Biflavonoides presentes nas araucarias também foram eficientes na protecéo
de alteracbes de DNA em timo de vitelo, quando submetido a radiacGes
ultravioletas, sugerindo beneficios na prevencdo do céancer de pele
(YAMAGUCHI, 2009).

Assim, o presente estudo teve a sua realizacdo justificada pela
necessidade de se encontrar novos produtos capazes de proteger o esmalte
dentario da erosdo dentaria e colaborar com a Odontologia Preventiva na
busca pela manutencdo de saude bucal. Logo, objetivou-se estudar e comparar
o efeito protetor in vitro do azeite de oliva e de uma pasta de pinhao frente a
um desafio erosivo ocasionado com refrigerante com &cido fosférico na

composicdo, em esmalte de dentes bovinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
e Auvaliar o efeito protetor de dois produtos alimenticios (azeite de oliva e
pasta de pinhdo) contra a erosdo dentaria em esmalte de dentes bovinos

causada por refrigerante com acido fosférico na composicao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o potencial protetor do azeite de oliva e da pasta de pinhéo
contra a erosdo dentaria a partir da variacdo de concentracdo dos ions

Célcio, e Fltor em solucao erosiva utilizada durante desafio erosivo;

e Analisar as alteracdes de dureza dentaria (microdureza superficial) do
esmalte dos dentes apds ciclos de tratamento com produtos-teste
(azeite de oliva e pasta de pinhdo) e ataque por agente erosivo;

e Estudar as alteracBes na superficie do esmalte causadas pelo desafio
erosivo com e sem a utilizacdo do azeite de oliva e pasta de pinhao por

meio da microscopia eletronica de varredura.
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RESUMO

Objetivo: Verificar potencial protetor in vitro do azeite de oliva e de pasta de
pinhdo contra um desafio erosivo causado por refrigerante em esmalte
bovino. Metodologia: 60 espécimes foram expostos aos produtos-teste por 2
minutos, uma vez ao dia por 4 dias. Por tempo idéntico, entre cada intervalo
de tratamento, os corpos de prova foram mergulhados em refrigerante. Foram
mensuradas as variacbes do teor de fllor e célcio na solugdo erosiva
utilizada, além de medidas de microdureza e analise morfolégica da
superficie dental por microscopia eletrénica de varredura. Resultados: As
menores perdas de fldor, calcio, microdureza superficial e alteracbes
morfolégicas de superficie foram estatisticamente menores para 0 grupo
tratado com pinh&o, seguidos do azeite de oliva em comparagédo ao controle
realizado com agua destilada. Conclusdes: Existe uma possivel aplicabilidade

do azeite de oliva e da pasta de pinhdo na protecéo contra a erosdo dentéria.

INTRODUCAO

O declinio da prevaléncia da céarie dentaria no homem impulsionou a
Odontologia Preventiva atentar-se as outras alteracdes bucais como a erosao
dentéria *, condicdo bucal multifatorial que envolve fatores bioldgicos, quimicos
e comportamentais 2, caracteriza-se pela perda progressiva de estrutura dental
sob exposicdo acida de origem extrinseca ® provenientes de alimentos com
baixo pH* >*° ( refrigerantes, vinagres ’, sucos de frutas acidas ® e isotdnicos 9),

10; 11, 12

exposicdo acida decorrente de atividades laborais ou utilizacdo continua

de alguns medicamentos, sobretudo na infancia 3.
Como forma de encontrar e desenvolver medidas preventivas a eroséo
dentaria, estudos vem sendo realizados no sentido de encontrar e desenvolver

novos produtos capazes de impedir efeitos erosivos em esmalte e dentina:

solucdes de fluoreto de sédio **: laser ** *°: colutérios fluoretados *; dentifricios

18 19,20. 2

, vernizes fluoretados . géis clareadores #'; gel & base de extrato de
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24, 25

Euclea natalensis?, solucfes antiacidas®, caseina pasta de camardo 2°

cha verde %’; chicletes estimuladores de salivacéo e alimentos ricos em célcio,
tais como leite e queijo % %,

Estudos tém demonstrado a utilizacdo de produtos a base de oliva para
finalidades terapéuticas, pois existe associacdo destes com a diminuicdo do
risco de doencas do coracdo®, alguns casos de cancer ** e osteoporose *. Na
Odontologia, obtiveram-se bons resultados na utilizacdo de azeites de oliva na
endodontia de dentes deciduos ** e tratamento de perfuracées radiculares™*.

Sobre o pinh&o, semente da araucaria ou pinheiro-do-Paran& (Araucaria
angustifolia), poucos estudos sé&o encontrados relacionando sua acao protetora
a saude, no entanto, as folhas deste produto regional apresentaram acao anti-
herpética in vitro® e possivel protecdo contra cancer de pele *°.

Dessa forma, o presente estudo objetivou estudar o efeito protetor in vitro
do azeite de oliva e de uma pasta de pinhdo frente a um desafio erosivo

ocasionado com refrigerante de cola em esmalte de dentes bovinos.

METODOLOGIA

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa
do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana (N° CAAE:
01822612.5.0000.0102).

DEFINIC}AO DO TEMPO DE DESAFIO EROSIVO - 12 amostras de
dentes bovinos foram submetidas ao contato com solugéo erosiva (refrigerante
gue contém acido fosforico na composicao) tendo sido mensuradas variacfes
de célcio, flor e microdureza nos seguintes intervalos de tempo: 30, 60 e 90
segundos; 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 10 minutos. As andlises foram passiveis de
mensuracao a partir dos primeiros 2 minutos e com pouca variagdo em
intervalos subsequentes menores que este. Apdés 8 minutos, a erosao
percebida resultou em alteracdo de microdureza superficial indicativa de
analise em dentina, ndo objetivada neste estudo. Assim, definiu-se realizar
desafio erosivo em total de 8 minutos, sendo feito por 2 minutos em cada um

dos 4 dias consecutivos.
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SELEGCAO DOS DENTES BOVINOS E CONFECGCAO DOS CORPOS DE
PROVA - Os incisivos inferiores bovinos que n&o apresentavam lesdes
evidentes de hipoplasias, trincas ou falhas na estrutura foram coletados e
imediatamente armazenados em recipiente de vidro contendo gaze fixada na
tampa e embebida em solugéo de Timol a 0,1%. Em seguida, os dentes foram
entdo limpos de todo tecido mole, lavados em agua destilada e armazenados
secos em potes sob mesma condicdo descrita inicialmente, em geladeira
refrigerada a 4°C (Eletrolux, Brasil) . Durante o periodo de armazenamento, a
solucéo de Timol foi trocada semanalmente.

Para a confeccado das amostras, tubos de acrilico de aproximadamente
10mm de altura por 10mm de diametro foram isolados com vaselina liquida
(King, Brasil) com auxilio de pincel. Entdo, os dentes foram fixados na base
inferior do tubo por intermédio de fita adesiva, de modo que a face vestibular de
cada dente ndo fosse imersa pela resina acrilica incolor ou acrescida de
corantes verde ou vinho utilizados para a diferenciacdo dos grupos controle e
experimentais.

Apbés a etapa de acrilizacdo, conseguiu-se o0 paralelismo entre as
superficies das amostras por intermédio de Politriz rotativa (Arotec/Aropol V2,
Brasil), utilizando 2 pesos e velocidade baixa (10 rpm) e lixas de granulacdes
400, 600, 800, 1000, 1200 e 1500 consecutivamente, sob refrigeracdo com
agua durante 3 minutos. Em seguida, foi realizado um polimento no mesmo
sistema (Arotec/Aropol, Brasil), usando dois discos de feltro de texturas
distintas e na presenca de pasta diamantada (Diamond Wafering
Blade,Buehler, EUA).

OBTENCAO DOS PRODUTOS-TESTE E SOLUCAO EROSIVA - Os pinhdes
para a confeccdo da pasta, o azeite de oliva extra virgem (acidez maxima
0,3%) e a solugdo erosiva utilizada (refrigerante com acido fosforico na
composicdo) foram obtidos em comércio local da cidade de Curitiba-PR,
havendo sido em qualquer etapa, a utilizacdo de mesma marca e lote.

Para a confeccdo da pasta de pinhdo, em fogdo as sementes foram
cozidas em panela de pressdao (Penedo, Brasil) durante 30 minutos sob

pressdo em agua destilada, de forma a ndo sofrer interferéncia no teor de
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minerais encontrados no vegetal in natura. Em seguida, foram cortados em seu
longo eixo e descascados. Entdo cada 100g de pinhdes foram processados
com 100ml de agua destilada, em liquidificador por 2 minutos em poténcia
maxima, obtendo assim a forma de pasta.

Os produtos-teste e a solucdo erosiva foram armazenados em geladeira
(Eletrolux, Brasil) a 4°C.

GRUPO CONTROLE - As amostras do grupo controle foram tratadas apenas

com agua destilada.

ANALISE DE pH - Foram realizadas medidas de pH em 10 ml refrigerante com
acido fosférico na composicdo, 10 ml do azeite de oliva e 10 g da pasta de
pinhdo utilizando-se eletrodo especifico e previamente calibrado, no laboratorio

de Tecnologia de Alimentos localizado na Usina Piloto A da UFPR.

ANALISE DO TEOR DE FLUOR E CALCIO DOS PRODUTOS-TESTE E
SOLUCAO EROSIVA - 10ml refrigerante contendo &cido fosférico na
composicdo, 10 ml do azeite de oliva e 10g da pasta de pinhdo tiveram suas
concentragbes de fldor mensuradas utilizando-se eletrodo especifico
(Accumet® Fluoride Half-Cell lon Selective Electrode - Fisher Scientific pre,
Canadd) e calcio igualmente por intermédio de eletrodo especifico
(Accumet®Calcium Combination fon Seletive Electrode - Fisher Scientific
Canada), sendo todos previamente calibrados no laboratorio do curso de
graduacdo em Engenharia Quimica, na Usina Piloto A da UFPR. .

Além disso, amostras foram feitos ensaios no Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA) por meio de absorgéo atdmica (ICP) em
espectrometro de emissdo Optica com plasma induzido (Varian,Brasil)para
qguantificar mg de calcio em 100g da pasta de pinhdo, 100ml do refrigerante e
100ml de azeite de oliva. Valores semelhantes foram encontrados quando na

utilizacdo de potencidometro.

DESAFIO EROSIVO UTILIZANDO REFRIGERANTE - A principio, o0s
espécimes tiveram metade da area de esmalte exposta, coberta com fita

adesiva de modo a poder comparar a area erodida com a nao submetida a
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erosdo. Cada espécime foi exposto ao produto-teste por 2 minutos, uma vez ao
dia por 4 dias (Figuras 1A e 1B) , lavado com &gua destilada e seco. Entre
cada intervalo de tratamento, os corpos de prova foram mergulhados em 10 ml
de solucéo erosiva com pH 2,8 em pote plastico por um periodo de 2 minutos,
uma vez ao dia e em 4 dias consecutivos (Figura 1C). Em seguida, as
amostras foram removidas do desafio erosivo, lavadas em agua destiladas e
secas. De modo a garantir padronizacdo do poder erosivo do refrigerante
utilizado neste procedimento, antes de cada desafio erosivo foi verificado o
valor de pH do refrigerante. Com auxilio de potencidbmetro e eletrodos
especificos para cada ion, também foram feitas leituras das quantidades de
calcio e flior no refrigerante antes e ap0s exposicao doas superficies de
esmalte a solucdo erosiva. As amostras passaram, entdo, por medida de
microdureza, e armazenadas em agua destilada por 24 horas (Figura 1D), até o

momento do novo desafio erosivo.

ANALISE DE MICRODUREZA -Apb6s cada desafio erosivo, todos o0s
espécimes passaram por testes de microdureza utilizando-se microdurémetro
(BUEHLER — Micronet 5104 N° série 660 — Mit4-00306, EUA), sob indentacao
com penetrador diamantado em formato piramidal tipo Knoop, com carga de
25g a um tempo de 5 segundos.

A superficie de esmalte medida em relacdo a sua microdureza foi
calculada a partir da média aritmética de 5 indentac¢des, sendo que os valores
de cada endentacgéo era fornecido, em forga Knoop, pelo préprio equipamento.

ANALISE DE SUPERFICIE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA (MEV) - Cada grupo experimental e controle deram origem a 4
espécimes, sendo um para cada intervalo de tempo dos ciclos erosivos (2, 4, 6
e 8 minutos). Essas amostras foram cobertas com camada ténue de ouro, de
modo a terem suas superficies visualizadas em aumentos de 5000, 10000
vezes em microscopio eletrénico de varredura (FEI, Phenom), no Centro de

Microscopia Eletrénica da UFPR.

ANALISE ESTATISTICA - Para realizar a cinética de perda de microdureza de

célcio e de flior nas amostras de esmalte bovino, os dados foram submetidos a
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analise de regressdo linear simples. Para isso, os 20 espécimes foram
divididos randomicamente em 4 grupos, e o0 teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov foi aplicado, obtendo-se p-valor maior que 0,05 para
todos o conjunto de dados. Os parametros de qualidade de ajuste avaliados
foram o coeficiente de correlacdo (r), coeficiente de determinacdo (R?), e o
valor de probabilidade associado a regressao (p-valor) obtido pela anélise de
variancia unifatorial. P-valores abaixo de 0,1 foram considerados significativos.

A analise de correlacdo entre as variaveis de resposta foi realizada
levando em consideracédo os 4 dias de estudo no intuito de verificar associagao
significativa entre as variaveis de resposta,. Para isso, o coeficiente de
Pearson, juntamente com o valor de probabilidade da correlacdo foram
calculados.

Para avaliar a eficacia das pastas compostas com azeite de oliva e com
pasta de pinhdo em relagcédo ao controle negativo, um teste de comparacao de
médias das perdas entre os grupos foi efetuado. Para isso, inicialmente a
homogeneidade de variancias foi verificada pelo teste de Hartley e diferencas
significativas entre os grupos foram avaliadas pela analise de variancia
unifatorial (one-way ANOVA). Quando diferencas estatisticamente significativas
foram detectadas (p<0,05), o teste de Fisher de diferenca minima significativa

foi utilizado.

RESULTADOS

Os valores das concentracBes iniciais de calcio, flior e ph do
refrigerante, azeite de oliva e da pasta de pinhdo sdo apresentados na tabela 1.
A tabela 2 ilustra valores médios obtidos e as figuras 2, 3 e 4 a cinética de
perda de calcio para cada grupo experimental e controle.

A variacdo do teor de célcio e flior verificada por potenciometria a cada
desafio erosivo nos 4 dias de experimento estado dispostas nas tabelas 3 e 4,
respectivamente. As figuras 5, 6 e 7 ilustram a cinética de perda de flor para
cada grupo experimental e controle, ao passo que as figuras 8, 9 e 10 mostram

a cinética de perda de microdureza também para cada grupo.
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As tabelas 5, 6 e 7 descrevem associacdo entre as variaveis resposta
para todos os grupos, em relacdo a diminuicdo de microdureza, perda de calcio
e fluor.

Observou-se que o0s dois grupos experimentais apresentaram efeito
protetor significativo em comparacdo ao grupo controle, sendo mais
evidenciado para o representado por Pasta de pinhdo do que para o Azeite de
oliva. Esta afirmativa é valida para a perda de microdureza, calcio e fluor,
conforme mostram as tabelas 8, 9 e 10.

As andlises de microscopia eletrbnica de varredura ilustram os
resultados dos experimentos com o0s todos 0S grupos estudados: o grupo
controle é representado pela Figura 12 e mostra superficie com maior alteracéo
morfolégica em relacéo a superficie ndo exposta a solucéo erosiva (Figura 11);
a Figura 13 pertence ao grupo tratado com pasta de pinhdo e apresenta a
superficie de esmalte levemente alterada e mais semelhante ao grupo nao
erodido; a imagem do esmalte do grupo experimental azeite de oliva é
representada pela figura 14 e contém diferencas mais pronunciadas que o
grupo pasta de pinhdo e menores que o controle em comparagcdo ao esmalte

sem contato com o refrigerante.
DISCUSSAO

O presente estudo encontrou significancia estatistica para todos os
experimentos realizados com azeite de oliva. Isto parece ser indicar efeito
protetor deste produto contra a erosdo dentaria induzida nesta pesquisa.
Diferentemente, Wiegand, Gutsche, Attin (2007)% analisaram efeito protetor de
azeite de oliva puro, emulsdo de azeite de oliva 2%, enxaguatorio bucal
fluoretado acrescido de azeite de oliva frente a erosdo dental induzida com
acido citrico (pH 2,3) e encontraram que o0 6leo puro ndo apresentou protecdo
ao esmalte e dentina, ao passo que 0s outros grupos foram significativos para
esta finalidade. No entanto, os autores discutem que resultados poderiam ser
melhorados utilizando-se um desafio erosivo menos severo que o adotado (5
ciclos de 3 minutos cada). Em contrapartida, resultados positivos foram

percebidos em estudo utilizando-se gel de 6leo de oliva, sendo perceptivel a
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reducdo desmineralizacao (calcio e fosforo) em pré-molares humanos contendo
aparato ortoddntico conhecidamente indutor de perda mineral .

Apesar de haver necessidade de mais investigacbes a respeito dos
beneficios dos lipidios na Odontologia, parece ser viavel o uso destes sob a
forma de Oleos comestiveis. Os componentes oleicos contribuem para a
formacgéo de uma pelicula lipidica capaz de diminuir beneficamente a perda de
minerais em situacfes de exposi¢cdo acida, consequentemente apresentando
protecdo contra erosdo dentaria®. Estas consideracbes vdo de encontro a
pesquisa que visou associar diminuicdo de desmineralizacdo acida ao uso de
emuls@es lipidicas em dentina e mostrou que lipidios de fonte extrinseca séo
capazes de influenciar a reducdo de perda mineral, sugerindo estudos que
embasem a indicacdo destes compostos como alimento auxiliar a prevencao
de doencas e alteracdes no ambito odontolégico *°.

Ao se investigar a correlacdo entre as variaveis, verificou-se que, para
todos os grupos, microdureza esta intimamente relacionada a perda de célcio.
Portanto, conforme a microdureza é diminuida, também o calcio é degradado.
Todavia, vale ressaltar que outros minerais estdo envolvidos no processo de
erosdo, tal como o fosfato®, ndo verificado neste estudo e talvez nao
transferido da superficie dentaria para a solucdo erosiva.

Encontrou-se neste estudo, ainda, que a pasta de pinhdo também
mostrou efeito protetor, sendo ainda maior que para o grupo Azeite de oliva.
Em média tem-se que o teor de fésforo e potassio a cada 100g de pinh&o giram
em torno de 650mg e 780mg, respectivamente, valores consideravelmente
altos em relacdo a outros alimentos “°.

As cinéticas de perda de microdureza e calcio mostraram-se
semelhantes para todos 0s grupos, sendo que com o passar dos dias em que o
experimento foi realizado, a degradacao foi menor. O mesmo nao é possivel
perceber ao se analisar a regresséo linear para a perda de fluor, para todos os
grupos, uma vez que este ion tem sua perda progressivamente maior com o
passar dos dias.

O pH da solugéo erosiva relaciona-se diretamente com o0 seu potencial
de erodir o esmalte dentario. Assim, apesar do rigor metodolégico para o
estabelecimento do ciclo erosivo adotado, pode ser possivel que adequacdes

no método resultem em resultados mais promissores. Assim, também é
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possivel que os produtos testados sejam mais eficazes se forme submetidos a
outros tipos de solugBes &cidas, como o acido latico, acido malico e outros ou
ainda, outras bebidas utilizadas, sobretudo aquelas comuns na infancia e
adolescéncia, tais como os sucos fermentados e isoténicos.

E preciso observar que foram utilizados apenas dentes bovinos. Apesar
de estes serem bastante adotados e recomendados em pesquisas envolvendo

erosdo dental 2

, sugere-se reproduzir testes de variacao de ions deste estudo
utilizando-se dentes humanos, considerando-se a possibilidade de espécimes
bovinos apresentarem maior porosidade e susceptibilidade de perda mineral
devido a acdo &cida.

Ainda, durante os intervalos entre os ciclos erosivos os espécimes foram
armazenados em agua destilada, na tentativa de nao ocorrer transporte de
minerais da solucdo para a o0 esmalte e agir como agente de confusdo na
protecdo dos produtos-teste frente a erosédo. Todavia, 0 armazenamento diario
em saliva natural ou artificial poderia ser recomendado de forma a simular mais
proximamente situacdes reais, salientando a possivel formacédo de pelicula
adquirida que por sua vez, acrescida das supostas propriedades preventivas do
azeite de oliva e da pasta de pinhdo poderia contribuir com resultados mais
positivos.

Controvérsias e indefinicdes sédo evidentes na literatura cientifica no que
se refere a ainda ndo haver metodologia padrdo em estudos sobre eroséo
dentaria, sendo que a grande quantidade de métodos de estudo dificulta a
comparacao de resultados entre as pesquisas. E provavelmente isto foi uma

das principais limitagcdes encontradas na realiza¢do deste estudo.

CONCLUSOES

Diante das analises dos resultados encontrados neste estudo, conclui-se

que:

e Tanto azeite de oliva como pasta de pinhdo foram estatisticamente
capazes de proteger o esmalte bovino contra a perda de calcio, flior e
microdureza no desafio acido adotado neste estudo;

e Pasta de pinhdo apresentou maior indicio de efeito protetor contra a
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erosdo dentéaria causada por refrigerante que o azeite de oliva.
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Tabela 1. Caracterizacéo da solucdo erosiva, pasta de pinhdo e azeite de oliva

guanto as medidas iniciais de calcio, flior e pH.

Calcio Flaor pH
Azeite de oliva 16,57mg/100ml * 43,3ppm** 5,01**
Pasta de pinhéao 68,83mg/100g * 60,4ppm** 5,94**
Refrigerante 24,03mg/100ml * 4,89ppm** 2,81*

* Metodologia: ICP
** Metodologia: Potenciometria



Tabela 2. Média das medidas de microdureza (Forca Knoop)
perdida para os grupo controle e experimentais.

TOTAL
Dial Dia2 Dia3 Dia4 PERDIDO

Grupo controle
(dgua destilada)
Azeite de oliva

Pasta de pinhéo

53,8 49,3 30,3 36,6 170
345 316 27,2 30,8 1241
12,7 10,6 9,7 124 45,4

41
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Tabela 3. Variacéo do teor de célcio (ppm) perdido para a solu¢do erosiva nos
grupos controle e experimentais.

TOTAL
Dial Dia2 Dia3 Dia4 PERDIDO

Grupo controle (agua

destilada)
Azeite de oliva 5,4 2,3 1,6 19 11,2

Pasta de pinhéo 4,3 2,1 0,4 0,9 7,7

8,4 2,8 2,9 4,3 18,4
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Tabela 4. Variacdo do teor de fltor (ppm) perdido para a solucdo erosiva nos
grupos controle e experimentais.

TOTAL
Dial Dia2 Dia3 Dia4 PERDIDO

Grupo controle (agua

destilada)
Azeite de oliva 1,61 1,61 1,82 2,01 7,05

Pasta de pinhéo 1,31 1,51 1,44 1,71 5,97

191 2,01 2,10 2,17 8,19
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Tabela 5. Analise de correlacdo entre as variaveis Microdureza, perda de célcio
e perda de fldor para o Pasta de Pinhao.

Microdureza Célcio Flaor
-0,4384
_ 0,8781 (p= 0,000)

Microdureza 1,0000 (p= ---) (p=0,89)

- 0,3984
. 1,0000 (p= --)
Célcio 0,8781 (p=0,000) (p=0,126)
- 0,4384 (p= - 0,3984 (p=0,126) 1,0000 (p=---)
Flaor 0,89)

p<0,1
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Tabela 6. Analise de correlacdo entre as variaveis Microdureza, perda de calcio

e perda de fldor para o Grupo Azeite de Oliva.

Microdureza Célcio Flaor
-0,4339
. 1,0000 (p= ---) 0,8281 (p= 0,000)
Microdureza (p=0,93)
0,8281 (p=0,000)  1,0000 (p= ---) 04884
Célcio ! e ! P= (p=0,055)
- 0,4339 (p=
] - 0,4884 (p=0,055) 1,0000 (p=---)
Flaor 0,93)

p<0,1
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Tabela 7. Analise de correlacéo entre as variaveis Microdureza, perda de calcio

e perda de fldor para o Grupo Controle.

Microdureza Calcio Flaor

0,6197

_ 0,6197 (p=0,10)
Microdureza 1,0000 (p= ---) (p=0,10)
-0,4918

. 1,0000 (p= ---)
Calcio 0,6197 (p=0,10) (p=0,53)

- 0,6263 (p= - 0,4918 (p=0,53) 1,0000 (p= ---)
Flaor 0,09)

p<0,1



Tabela 8. Comparacdo de perda de microdureza entre os
grupos experimentais (Pasta de pinhdo e Azeite de Oliva) e
controle (Teste de Fischer LSD).

Grupo Microdureza 1 2 3
Pasta de
*kkk
Pinh&o 45,9300

*kkk

Azeite de Oliva 124,2550

*kkk

Controle 168,2000

- p-valor (homogeneidade de variancias): 0,21
- p-valor (ANOVA): <0,0001
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Tabela 9. Comparacdo de perda de calcio entre os grupos
experimentais (Pasta de pinhdo e Azeite de Oliva) e controle
(Teste de Fisher LSD).

Grupo Célcio 1 2 3
Pasta de
*%k%k%
Pinhao 7,905
*kk%k
Azeite de Oliva 11,380
*kk*k

Controle 18,515

- p-valor (homogeneidade de variancias): 0,54
- p-valor (ANOVA): <0,0001
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Tabela 10. Comparacéo de perda de fluor entre os grupos
experimentais (Pasta de pinhdo e Azeite de Oliva) e controle
(Teste de Fisher).

Grupo Flaor 1 2 3
Pasta de
*kkk
Pinhé&o 5,960000

*kkk

Azeite de Oliva 7,045000

*kkk

Controle 8,170000

- p-valor (homogeneidade de variancias): 0,16
- p-valor (ANOVA): 0,0005
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Figura 1. Tratamento, desafio erosivo e armazenamento dos corpos de prova.

A — Tratamento do corpo de prova com Azeite de oliva

C — Desafio erosivo em refrigerante por 2 minutos C — Armazenamento em agua destilada
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Figura 2. Cinética de perda de microdureza para o grupo experimental Pasta

de Pinh&o durante os 4 dias de experimento.
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Figura 3. Cinética de perda de microdureza para 0 grupo experimental Azeite

de Oliva durante os 4 dias de experimento.
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Figura 4. Cinética de perda de microdureza para o0 grupo Controle.
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Figura 5. Cinética de perda de célcio para o grupo experimental Pasta
depinhao.
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Figura 6. Cinética de perda de calcio para o grupo experimental Azeite de
Oliva.
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Figura 7. Cinética de perda de calcio para o grupo Controle.
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Figura 8. Cinética de perda de flior para o grupo experimental Pasta de
Pinhao.
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Figura 9. Cinética de perda de flior para o grupo experimental Azeite de Oliva.
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Figura 10. Cinética de perda de flior para o grupo Controle.
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Figura 11. Micrografia do esmalte dentario ndo submetido a eroséo, ao final do

4° dia de experimento.

A18,08080 1 Mm




61

Figura 12. Micrografia do esmalte dentario do grupo controle submetido a
erosao, ao final do 4° dia de experimento.
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Figura 13. Micrografia do esmalte dentario do grupo experimental Pasta de

pinh&o submetido & eroséo, ao final do 4° dia de experimento.
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Figura 14. Micrografia do esmalte dentario do grupo experimental Azeite de

oliva submetido a eroséo, ao final do 4° dia de experimento.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A erosado dentaria tem sido percebida como um problema de saude
bucal de consideravel necessidade de atencdo e relevancia de estudo,
sobretudo quando se depara com estudos de prevaléncia e incidéncia
denunciadores da expansdo ou percepcdo desta alteracdo em diferentes
populacdes, incluindo criangas e adolescentes.

Com base nos preceitos da Odontologia Preventiva, sdo de grandiosa
importancia estudos que visem prevenir e controlar a erosdo dentaria, na
tentativa de contribuir para que se consiga condi¢cdo bucal satisfatoria e capaz
de colaborar para que melhores indices de saude geral.

O uso de produtos naturais e alimenticios na Odontologia vem de
encontro a nova perspectiva do setor da salude que valoriza a
interdisciplinaridade e intersetorialidade na tentativa de aglomerar
conhecimentos e repercutir beneficamente na qualidade de vida da sociedade.
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ANEXO A — APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO SETOR
DE CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO APRANA

Piatafonma Brasll - Mnisténo da Salde
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ANEXO B — DECLARACAO DE DOACAO DE DENTES BOVINOS

DECLARACAO DE DOAGAO DE DENTES BOVINOS

Identificacao do Doador

Empresa: FRIGORIFICO ARGUS LTDA

CNPJ n°: 81304552/0001-95

Enderego: Br 376 KM 19,5 S/N. Miringuava.

Cidade: Sao José dos Pinhais - UF: PR - CEP: 83015-000
Telefone para contato: 41 3383-8585

Declaro, para fins de avaliacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor
de Ciéncias da Salde da UFPR, que a empresa FRIGORIFICO ARGUS LTDA
doara 150 dentes bovinos para o projeto de pesquisa " Estudo in vitro da
atividade protetora de alimentos a base de yacon e azeite de oliva sobre o
esmalte dentario submetido a erosao " do Curso de Pés-graduacao (Mestrado)
em Odontologia da Universidade Federal do Parana. Afirmo também que estes
dentes bovinos serdo coletados apés o abate dos animais, sendo este abate
realizado dentro dos propositos industriais do frigorifico e sem o fim especifico de

atender a demanda da pesquisa citada.

Séao José dos Pinhais, dia 09 de margo de 2012.
= il \f\
Nome: NCA&DU‘Q‘&&D\ L (O
! / /
Fungé@g;ﬁfiob Argus Ltga:/ @Ztm{ Comarct qu
< A e

-Assinatura; o i Seeo s 0
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ANEXO C — ANALISE DO TEOR DE CALCIO NO REFRIGERANTE

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA e

2 SETOR DE TECNOLOGIA
4‘; CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
v

CENTRO POLITECNICO - PREDIO DA INAS PILOTO - BLOCO B - SALA PP
CX. P. 19.083 - FONES: (41) 3366-3868 / 3381-3195 - FAX: (41) 3266-1647

CERTIFICADO DE ANALISE 135601

PRODUTO: REFRIGERANTE — COCA-COLA
FABRICANTE/PRODUTOR: Néo consta

SOLICITANTE: Erico Bahena

ENDERECO: Rua Coronel Dulcidio, 1.090 apto 161 — Batel — Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 958 — 19/09/12

AMOSTRA: 3223/12

Informagdes da amostra )
Acondicionadas em: 01 frasco plastico transparente Temperatura: ambiente
Peso/Volume aproximado de: 100 mL Responsivel pela coleta:  solicitante
RESULTADOS

PARAMETRO FiSICO-QUIMICO

Unidade de medida Resultado
Célcio mg/L 24,03

REFERENCIA
CEPPA. Centro de Pesquisa & Processamento de Alimentos, Andlise de Alimentos ¢ Produtos Orginicos em ICP QES. PE-LE-033/R01. Curitiba, 2012 14 p

Dados do ensaio:

Inicio: 25/09/§2  Término: 02/10/12
Executora: Louize 1., Cactano.

Curitiba, 02 de outubro de 2012

Lol N u:{,l

CBSERVAGAO: - A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO AAMOSTRA RECEBIDA PELO CEPPA
+AS INFORMACOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAD CONFIDENCGIAIS E PERTENCENTES AQ SOLICITANTE
+ E PERMITIDA A REPRODUGAOD, DESDE QUE INTEGRALMENTE £ SEM NFNHUIMA ALTERAGAO.

a-mail: ceppa@ufpr.br - www ceppa ufpr br - CEP 81531-880 - CURITIBA - PARANA

{ e i . - “-\JU‘.”_.:R;. war E 3 At
i Janaina Carla Vicari de Lima 7 lackeline Taveira Canguss?ﬁ‘
Gerente Técnica . | Coordenadora do Laboratorio
CRQ 09200834 - 9* regido CRQ 09200768 — 9° regiao
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ANEXO D — ANALISE DO TEOR DE CALCIO NO AZEITE DE OLIVA

77

(" N\
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA .
SETOR DE TECNOLOGIA
CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS
CENTRO POLITECNICD - PRECIO DAS USINAS PILOTO - BLOCO B - SALA PPJ1
CX. P 19.083 - EONES: (41 3366-3868 / 3381-3195 - FAX: {41] 3256-1847
c-mail: GeapaGEUIprLr - wwi.cappa ufprbr - CEP 81531630 - CURITISA- PARANA
,
PRODUTO: AZEITE DE OLIVA
FABRlCANTE/PRODUTOR: Nao consta
SOLICITANTE: Erico Bahena
ENDERECO: Rua Coronel Dulcidio, 1.090 apto 161 — Batel — Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 821 — 13/08/12
AMOSTRA: 2784/12
Informagdes da amostra
Acondicionada em: 01 frasco pléstico transparente  Temperatura: ambiente
Peso/Volume aproximado de: 80 mL Responsdvel pela coleta: Solicitante
RESULTADOS
PARAMETRO FiSICO-QUIMICO
Unidade de medida Resultado
Calcio mg/L 16,57
REFERENCIA
CEPPA. Centro de Pesquisa e Processamento de Alimentos. Anilise de Alimentos e Produtos Orginicos em ICP OES. PE-LE-033/R01. Curitiba, 2012. 14 p.
Dados do ensaio:
Inicio: 15/08/12  Término: 23/08/12
Executora: Louize Caetano.
Curitiba, 27 de agosto de 2012
/S
I ;,/
“ i \\# ) /
y ) e
i ) o s B 4 i — ;
J::Q“r(i- N e Baiaces ?‘—“/M,w- I e KN
4 Janaina Carla Vicari de Lima o Tackeline ﬁ’av’éﬁ‘(fﬁngug&wy"\'
; 4 Gerente Técnica ! Coordenadora do Laboratdrio
. \ CRQ 09200834 — 9* regifio . CRQ 09200768 - 9" regido
OBSERVACAD: - 4 PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO A AMOSTRARECERIDA PELG CEPPA.
+ AS INFORMACOES CONSTANTES STE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E PERTFNCENTIS AO SOLICITANTE.
L « © PERMITIDA /4 REPRODUCAO, DESUE QUE INTECRALMENTE £ SEM NERNHUMAALTERACAD




ANEXO E — ANALISE DO TEOR DE CALCIO NA PASTA DE PINHAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE TECNOLOG!A
CEPPA - CENTRO DE PESQUISA E PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

GENTRO POLITECNICO - PRETO DAS USINAS PILCTO « BLOCO B - SALA PPD*
CX. P 19,083 - FONES: {41) 3366-3668 { 3361-3795 - TAX: (41] 3266-1647
e-rail: ceppagu‘pr.ar - waw ceppa.ufprbr - CEP 81531-990 - CURITIBA - PARANA

CERTIFICADO DE ANALISE 135263

01401

PRODUTO: PASTA DE PINHAO

FABRICANTE/PRODUTOR: Néo consta

SOLICITANTE: Erico Bahena

ENDERECO: Rua Coronel Dulcidio, 1.090 apto 161 — Batel — Curitiba/PR
PROTOCOLO DE RECEPCAO DE AMOSTRA N°: 821 — 13/08/12

AMOSTRA: 2783/12

Informagdes da amostra
Acondicionada em: 01 frasco plastico transparente  Temperatura: ambiente
Peso/Volume aproximado de: 170 gramas Responsdvel pela coleta; Solicitante
RESULTADOS

PARAMETRO FiSICO-QUIMICO

Unidade de medida Resultado
[ Caleio marke 68,23

REFERENCIA
CEPPA. Centro de Pesquisa ¢ Processamento de Alimentos. Anélise de Alimentos e Produtos Orglnicos em 1CP OES. PE-LE-033/R01. Curitiba, 2012. 14 p

Dados do ensaio:
Inicio: 15/08/12 Término: 23/08/12
Executora: Louize Cactano.

Curitiba, 27 de agosto de 2012

!

T_Ovv\o__m Candall - T =V 5 W R ST 2 SO

X‘ Janafna Carla Vicari de Lima f ) 1.laukeline Taveira Cangush‘(ﬂym
: Gerente Técnica ' Coordenadora do Laboratorid'

-3 CRQ 09200834 — 9% regiao _ 1CRQ 09200768 — 9 regido

OBSERVAGAQ: + A PRESENTE ANALISE TEM SEU VALOR RESTRITO AAMCSTRAREGERIDA PELO GEFPA
- AS INFORMAGOES CONSTANTES NESTE CERTIFICADO DE ANALISE SAO CONFIDENCIAIS E FERTENCENTES AQ SCLIC TANTE
« € PERMITIDA A REPRODUGAQ, DESDE QUE INTEGRALMENTE E SEN NENHLMAALTERAGAD.
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ANEXO F — NORMAS PARA SUBMISSAO DE ARTIGOS NO PERIODICO
PEDIATRIC DENTISTRY

INsTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS Y

Introduction

P'edsamric Demvisry for Jowrnad of Demvisery for Childnen]. a
journal of the American Academy of Pediatric Deatistry
(AAPD), s pd»h&d bimoothly Jor 3 times per year]
to promote practice, education, and research specibcally
related to the specialty of pediatric dentisery. Manuscripes
are accepeed for comsideration & neither the article, nor any
part of its essential substance, tables, of hgures has been or
will be published in another journal or & simultanconsly
subsmitted to another journal. Mublished papers do net
necessarily represent the views of the editor, the AAPD
Communictions Department, or the Ametican Academny
of Pediatric Dentistry,

Types of articles
The journal publishes full-lenpth scientific articles noc
exceeding B printed papes (20 doublespaced 8 1/2111.in
docament pages; font no smalller than 11-paint Times New
Roman or Arial); and disical articles and case reports not

mudti-aushored manuscripts implios participation of each of
the authors in the preparation of the paper. Only individials
who have made 2 significant contribution 10 the study or
mamascript should be listed 25 mthoss. The efforts of othess
should be noted in the Acknosdedpmens section at the end
of the manuscript. The ing suthor should sshenie
the folkwing satement: “All authors have made subssantive
contribugion 1o this study and/oc manuscript, and all have
reviewed the final paper prior o its submission.”

Authors ( msthars of lettess to the editor) ase

ible for disclosing all financal and personal relation.

ships that might bias their wock_ If such conflices exisz, the

author mun ptoridcaddilio.l deail in the sppropriase

woek being admited mes be disdosad in the Acknsdede.
memss section of the mamasoript.

Manuscript organization
Scientific attickes should be orpanized under the following

exceeding 4 printed pages (10 dovblespaced 8§ 1/2x11.im
docament pages).

Authors are encoursped to review these Instractions
casetully prioe to subeniting their mannscripes.

Sebmission of manuscripts

&hmdnmipnmmm&-d(
Deemziury for (hildren] occues online thevagh the
M—napt(h:rdwd’m-bmw
mﬁn’.{h
nﬂonmmwmcﬂimmlndpwvdcdlu
formation requested duning the online submision process,
induding: corresponding author's contact information;
names, ttles (such as “ssodiate ~ “chairman,”),
academic degrees (smuch = “DMD," "MS.* “PaD,") , and
Mudumﬁm(mwukwin';

keywonds. H v desiprutions should not be inchuded
(eg. “FRCS,", °FlCD' “Diplamate, ABPD,”™ etc). An-
thors should ensuze that che appear in the US.

Nasional Library of Medicine Medical Subjec: Headings,
or “MeSH" (found at “hetpc/iwww.alm aib.povimesh/™).
This infoemation should alwo sppesr oo the fire page of the
UNBLINDED vession of the manuscript bat should be
removed froen BLINDED version slong with sy references
1o names, authory, or institutions, Both an UNBLINDED
and BLINDED version of the mantscript miust be upload-
ed. Tables showld sppear at the end of the main docament,
while photos, photomicrographs and graphs should be
submicted a5 separase files (.jpg or il formar).

Prior = submission, the corresponding suthor mus:
puarantee that the article hax not bees published, and is not

Fedicric Denzury « Jowesd wof Gensvery far Ctclidven:

headinps: Abumacy, besrodcrion, Mevhad', Revwls, Dicseion,
Comcluriess, and Referemces. Titles of all
papers should mot excoed 15 woeds, The fmmwdacnion section
a seudy, the Mesbod section should be ndficiently desailed
o replicte the snady. The Rl section should inchude
only teasts and not discssdon of the data. The Discussion
section should discuss the resalts, but not repeat them.
The Concliom section should consist of succince, num-
bered statements that are supported by the rewules of the
articks and case reports should indude: brief uastnactused
Abszmace, brie Introducrion, Descripeion of Case or Clinical
Techmique, Discuwion (i} any), Acksewledgmenss (i any),
and Referemces (it amy). Literasure reviews should inciude
a briet usstructured Absracy, Mooducran, the Review of
xlnum-ﬂlhwmom
Conclusions, Acknowledgmenn, and References.

Abstracts

All subirmissions roust inchade an abstrace. Abweracts should
be brief proyiding the reader with 2 condise bat complets
summary of the paper. Generalirations such s “methods
were described™ should not be used. Scientific anticles
should have 2 strucsured abstract of approximately 200
words with the following sections Parpose, Meshods, Renul,
and Concliesons. Climical srticles, case nports, and literanure
reviews should have an wstructured abstract conssting of
not more than 150 woeds

Tapers will be published in English, using American spe-
Hing. Manuscripts mus be szbmitted with proper Enplesh

Ircrucaes o Comsrinsen !



l\\ll{L( IMONS TO (kU\ll!lHL'l(Dl{\

grammar, syntas, and spefiing. Authors should express their
mhd-pnnd:pnmmdn-bepumm

should be avoided and theér content incompoeated mto the
text. Numbess shoudd be repersented 2 digits; anly numbens
bepinning 1 sentence should be spelied out The aditves re
setve the right to fevise the woeding of papers in the inteses
of the journal's standards of clarity and concmenes.

Units of mossure: Authon should express all quuntita.
tiwe vakies in the International System of Units (ST units)
unless reporting English wnies from a Gted reference. Figures
and wbles should wse ST units, with any necessary conver.
sion factoes given in legends or footnotes. All numbers
should be expressed as digies, and percent values should be
expreaed 25 whole numbers. Lahoratory data values should
be rounded to the number of digits that reflects the pred.
san of the results and the sensitivity of the messuremnent
procedure.

Seatistical testse The resules of all satisical comparsons
should be reported to incliade the statistical sest value and
the zociated P value and confidence interval, i appropei-
ate If 7. 01, the actizl vakue for P should be expressad =
2 digits, whether ar not I is significant, unles di

xigm&nxﬁnlneapndm&dginmﬂdnahn
mg-&:m (g, A-049, not P 05). 1f 201, it should
be expressad 1o 3 dipies (ep, /003, not £ 05). Actaal P
vin&-nﬂbeevmidahml in which case they
shoald be so desipnated. N ificant values shoald noe
beapuda’NS. Fuamﬁdm::mh&gmbu
of digits should equal the mumber of digits in the point
estimate, For example, for an odds ratio of 3.56, the 95%

b imterval shoukd be reported 25 “1.23, 5,67, not
a “1.234, 56787

Tooth aasmes: The complete mamies of individual seeth
should be given in full in the text of anticles using the
following convention: [primary/permanent] [maxillary/
mandibular] [right/left] [central/lateral or firt/second/
third] [tooth type]. Examples: “primary maxillary right fire
molar,” “permanent mandibufar fire molars,” buz “man.
dibular right second premolar.™ In mhles these names may
be abbreviated by the Universal system (A.T for primary
teeth, 1.32 for permanent seeth).

Commercially produced Materialu Any mention of
commercially produced materizls, instraments, devices,
software, etc, must be followed by the name of the mam.
facturer and the manufacturer’s location in parentheses,
Example: *.__ in an Excel spreadsheet (Micresoft, Inc,
Redmond, Wask) ™

Abbrevistions: Abbrevistions should be wsed 0 make
tanuscripts more concise. The first time an abbeeviation
appears, it should be placed in parenthees bllowing the

full spelling of the term (eg, *.._permanent fine molars
(PFMs)..."). In manuscripts using more than three ab.
breviations, authoes should use bold typeface for the hrst
appearance of each abbeeviation.

sccompany an
luxd\enﬂ:pu ﬁumxebbddmnghmm
identifhication,

Haman and Animal Sabjects
Mamuscripes of reseasch involving humun or animal sub
jects muse ssate in the Methods section that the sudy
was approved by an Institutional Review Board (IRB) or
other instieussonal research ethics comtnittes wsing lanpuape
simnilar to ", __this institutionally approved stady. . " IRB
appeoval for human subjeces must also be obtaned if the
nsb-vd»dlh:mdt—nfmhm(q,md
teeth), or work produced by fee
udmen-andym)w‘buh:mninemlm:bnumd,
the text should imdicate that informed consent was cbtained
hndma&hnﬁpmndmabl
gaardians of minors or § d adulss. If required by
the authors’ institution, informed ament must be obtained
from participating children at or above the age specified
byd:emmmmhmﬁrdnm
must ¢ 3 amilar to the oollowing: “The
m.ponb&mhuurdxsullupm
sible benefits were explained fully to the hman subjects
imwived, and their informed comsent was obtained prior
1o the investigation.”

Figures
Graphicy/'photos should be provided at a minimum resols

tion of 600 dpi as 2 4if or jpy file. Photomicrographs must
inclade a scale labelod with a convenierst unit of length (e,

50 pm). Figrsres should be numbered in Arabic nameralsin
the order of the first Gtation in the text. Lepends for each
figuee must be printed on a separate pape. Inchude 2 key
for symbols or letiers used in the bgures. Figures should be
save a5 a seperate hie

Figure lepends should be understandable without refer.
ence 1o the text. A key for any symboks or letters wsed in
the figure should be incdluded. Abbreviations should be
explained in a footnote 1o the fpuse 1fillastrations, tables,
or other excerpts are incduded from copyriphted works the
author is rsponsible foe obtaining written peemission froen
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NSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS )

the copynight holder prioe to submitting the final version of
the paper. Full credit must be piven to sach sowrces with 2
wmmmhﬁwwm

in figure legends or captions should ollow numeri-
nllylh:t&sucrnu&tulhmmnd-dypluﬂng
mention of the fpure. Fipnres take ap additional pape space
and should be lzmited to those that add value to the test.

Tables
Tables should be double-spaced, appear anq:nmpnga.
nddmubeuldndnnnhsdu aumerals in

the order of the fiest citation in the text. Short headings
should appear at the top of each column. Explanatecy
matser should be placed in captions, not in the title. For
foctnotes, use the following symbals in this sequence *, |,
1.6 Tables should be understandable without alkading w
the text. Due to space limitatioes, only tables adding value
1o the text should be included.

Acknowledgments

Funding and other sources of support must be disclosed in
the Acknouledpomenn sectice, Hamulxhwldg-au
should be limited 5o appropriate profesionals who

mhdmﬂmﬂbw&embmdumh—

References

References should be relevant to the material presentad
and identified by superscript Arabic numerals in the text.
A list of all references should sppear 3t the end of the pa-
per in numeric arder = they are cited in the texe Journal
shbeevations are those used by Indes Medicus. Reference
style is that ased by the Journal of the Amerian Deatal
Association (hepMwsw ada org/prod/

roonrcey/pubsada/
anshorsiansh_geweral sxp#sryle). The lollowing are ample
references:

Joumal: Boger: TR, Garda-Godoy F. Effect of praphy-
[auis apents on the shear boad srenpth of 3 fissare sealant.
Pediatr Dent 1992:14:5001.

For joumals, list all ssthoes when there are 6 or fewern;
when there aze 7 or mare, list the fio 3, then “et al.™ Tage
mumbers should be elided where possible. For example
12.8, 347.51, 191.5.

Bool: Bixder D. Genetic aspects of dental anomalies.
In: McDonald RE, Avery DR, eds. Dentistry lor the
Child and Adolescent. Sth ed. Philadeiphia: CV Mosby
Cx 198790116

Article, report, or moaograph issucd by & committee,
institution, sodicty, or goverament ageacy: Medicine
ﬁrlh;ﬂl:m\hd&wdmw.
US. Depantment of Heslth and Humman Services, Public
Headth Service, Nagonal Instituses of Health: 2001. DHHS
publiction 02-4971.

World Wide Web: Centers for Disease Control and
Prevention. Water Fluoridation. Available at- “hetpo/ fwww,
ad goviomlhaalchfwaterfluonidation/mdes. tm”, Acoessed
June 18, 2006,

Authors citing matenial from the World Wide Web
showald mse WebCite (wmone weber , & free service for
authors who wish to archive their Web referencess to ensure
that cited Wb material will remain svailable to readers in
the futare. Web ditations archived on WebCite will not
dimppear in the future.

Anthors should provide disect references 1o original
sources whenever posible. Avoud using ahstracts as seler-
ences. Aveid references to papers accepted but not yet
published if posible. If such 2 citation i necessary, these
papers should be dited 2 being *in press.” and verfication
that they have been accepted for publication must be peo-
vided. Where possible, references of easily accessible material
are peeferable 1o dissertations, theses, and other unpublished
docaments. Authors shoald avoid citing “persanal coe.
munication” unless it provides essensial information not
availshle from 2 public ssurce. In those cases, the name of
the individusl providing the informatice and the date of
communication should be provided in parenthoe in the
text and not as 3 numbered reference. Authaors should obeain
written permission and conhirmation of accaracy krom the
source of & personal communication: this permission should
be sabmitsed as 2 supplementary document at the time of
manuscripe suhmission.

Authors should werify the sccuracy of all seferences amd
are responsible for enwaring that no cited reference contains
material that was resracted or found o be in error subse.

quent to its publication,

Al zuthors mmist agree 1o the terms of copynight transfer
as indicated during the onfine manuscript ashmission peo-
c=s. The Amenican Academy of Pediatric Dentistry owns
copytight of any contnbation. The AAPD and its boensess
have the ngh 1o wse, reprodisce, transmit, derivate, publish,
and disribate the contribution, m the joumal or otherwise,
in any form or medium. Authors will noe use or authocize
the use of the contribution without the AAPD's written
consent, except a5 may be allowsd by US fair use lawe
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