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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro o potencial erosivo das
bebidas a base de cachaga no esmalte dentario humano. Oitenta
espécimes de terceiros molares humanos higidos de 4 mm x 4 mm foram
aleatoriamente alocados em 4 grupos experimentais: cachaca, caipirinha
artesanal; caipirinha industrializada e acido citrico a 0.3% (controle). Cada
amostra foi coberta em sua metade por verniz acido resistente, obtendo o
lado controle e o lado experimental. Os espécimes foram imersos nas
solugdes por 5 minutos seguido por 2 horas de saliva artificial, 6x/dia por 10
dias, em um modelo de ciclagem de erosdo-remineralizagdo com
temperatura controlada (37°C) e agitagdo constante (110 rpm). As amostras
de esmalte dentario foram analisadas por meio de pH, microdureza de
superficie Knoop, microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS), espectrometria de
emissdao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e
microscopia confocal de perfilometria optica de ndo contato. Os dados
foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade por Shapiro-
Wilk e Levene. Os testes estatisticos utilizados foram ANOVA seguido pelo
teste de Tukey e Kruskall-Wallis, considerando um nivel de significancia de
5%. As bebidas experimentais avaliadas tém pH acido e todos os grupos
apresentaram diferenga significativa na perda de caélcio, fosforo e
microdureza entre os lados controle e experimental apds o desafio erosivo
(p<0,05). Nos 4 grupos as imagens de MEV e de perfilometria mostraram
que a topografia do esmalte no lado experimental das amostras ficou mais
irregular e rugosa. A analise realizada por ICP-OES apresentou aumento
significativo de calcio em todas as quatro solugdes testadas (p<0,05). As
bebidas a base de cachaca utilizadas no estudo possuem alto potencial
erosivo in vitro e € importante que o cirurgido-dentista conhega e oriente os
pacientes quanto a frequéncia de consumo.

Palavras-chaves: Erosdo dentaria. Dureza do esmalte. Alcoolismo.
Caipirinha. Cachacga. Perfilometria. ICP-OES.



ABSTRACT

The purpose of this study was to assess the hardness, mineral content,
surface roughness, and micromorphology of sound and demineralized
enamels, before and after exposition to alcoholic beverages using caipirinha.
80 human third molars samples (4x4 mm) were exposed to four different
substances: handmade caipirinha, bottled caipirinha, cachaga and citric acid
(control group). Half of each sample was covered by acid resistant varnish to
divide into control and exposed sides. An erosion-remineralization cycle was
used for 5 minutes, followed by a 2 hour artificial saliva exposition, 6 times a
day, during 10 days. Temperature and agitation mode were constant and
controlled. Microhardness, pH, x-ray spectrometry (EDS), inductively couple
plasma-optical emission spectrometry (ICP-OES), scanning electron
micrographs (MEV) and non-contact optical profilometer were used to
analyze enamel erosion. After normality and homogeneity tests Shapiro-Wilk
and Levene, data were analyzed at significance level of alpha=0.05 by
ANOVA followed by Tukey tests and Kruskall-Wallis. All the tested
beverages had low pH (<5.0). The four experimental groups showed
significative difference in microhardness, calcium and phosphorus loss
when compared before and after erosive challenge (p<0.05). Profilometry
tridimensional reconstruction and micrographs showed that the exposed
side of the samples were uneven and more rough than the control side. The
beverages used in this study have high in vitro erosive potential. It is
essential that the clinicians be aware of its consumption in order to orientate
patients.

Key words: Dental erosion. Enamel hardness. Profilometry. Alcoholism.
Caipirinha. Cachaca.
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1. INTRODUCAO

Erosdo dentaria € uma doenca multifatorial que pode ser definida como
a perda irreversivel da estrutura mineral do dente sem o envolvimento de
biofiime e ocasionada por agentes quimicos acidos, que podem ser
decorrentes de fatores intrinsecos, como os refluxos gastresofagicos ou de
fatores extrinsecos, provenientes dos acidos da dieta ou da ingestdao de
medicamentos como vitamina C ou acido acetilsalicilico. Os acidos da dieta
séo o principal fator da erosao dentaria de origem extrinseca (KANZOW et
al., 2016; MARTINI et al.,2018), incluindo principalmente o consumo de
bebidas alcodlicas, refrigerantes e frutas citricas.

Nas ultimas décadas houve um aumento no consumo de bebidas acidas
chamando a atengdo dos cirurgides dentistas para maior prevaléncia e
incidéncia da erosdo dentaria (MILLER et al., 2001; BOWMAN, 2002;
PINHEIRO et al., 2017; AGUIAR et al., 2018; MOAZZEZ 2018; BARDOLIA,
2010; PIRES et al., 2011; AL — ASHTAL et al., 2017).

Os grupos de risco para erosdo dentaria incluem individuos com
disturbios alimentares, refluxo gastrico e alcoolistas. A compreensao dos
fatores de risco e protetores € um pré-requisito para aplicagao de medidas
preventivas voltadas a essa populagéo (STRUZYCKA et al., 2016).

O consumo de bebidas alcodlicas apresentou um crescimento na
quantidade de doses ingeridas pela populagdo, em ambos os géneros. Nos
dias em que se costuma beber, s&o ingeridas cinco ou mais doses de alcool
(WHO, 2016). A frequéncia do consumo também aumentou e existe um
crescimento na precocidade do consumo regular dessas bebidas tanto no
género masculino quanto no feminino (LARANJEIRA et al., 2014).

O Brasil estd acima da média mundial em consumo de bebidas
alcodlicas. Dados apontam um consumo de alcool per capita no Brasil de
8,9 litros por ano, acima da média internacional de 6,4 litros (WHO, 2016). A
cachaga € a bebida destilada mais consumida no Brasil (IBRAC,2017). Sua
graduacao alcodlica é alta, variando de 38% a 48%.

A caipirinha, bebida a base de cachacga, € o drink brasileiro mais popular
do mundo e sua exportagdo é crescente ('). De acordo com o Instituto

Brasileiro de Cachaga, as exportagdes de cachaca e caipirinha
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industrializada cresceram 4,62% em valor e 7,87% em volume, em 2016,
com relagdo a 2015. No ano de 2017, o Brasil exportou 8,38 milhdes de
litros de cachaga para cerca de 54 paises, gerando receita de US$ 13,94
milhdes e popularizando esta bebida em mais de 16 paises como
Alemanha, Espanha e Portugal.

A combinacdo de cachacga, acucar e limao da caipirinha eleva seu
potencial erosivo tanto na versao artesanal quando industrializada. A
cachacga, denominacéo tipica e exclusiva da aguardente de cana produzida
no Brasil, possui alta graduacgéao alcodlica (38% a 48% ) e é a bebida mais
consumida pelos alcoolistas brasileiros ('°).

O dente é afetado diretamente pelo consumo de alcool, acometido
principalmente pela erosdo (MCCRACKEN, 2000). Existe uma associagao
positiva entre o consumo de alcool e a erosao dentaria (HEDE, 1996).
Manarte et al., 2009 relataram que alcoolistas em tratamento para
desintoxicacdo apresentaram alta experiéncia de erosdo. As superficies
palatinas dos dentes maxilares, as faces oclusais dos dentes posteriores e
as bordas incisais dos anteriores foram os locais mais afetados. Outro
estudo demonstrou extenso dano periodontal e perdas dentarias em
alcoolistas severos (HORNECKER et al., 2003).

A bebida alcodlica pode causar dissolugdo do calcio presente na
superficie dentaria para o meio bucal. O fosfato inorganico presente na
saliva aumenta com a exposicdo do alcool, sugerindo que a acidez do
alcool pode dissolver a hidroxiapatita do esmalte dentario, liberando calcio e
fosfato inorganico do dente para o meio liquido (KUMAR et al., 2013). As
possiveis consequéncias da erosao dentaria sao: hipersensibilidade
dentinaria, exposicao pulpar, diastemas, bordas incisais finas ou fraturadas,
perda de dimensao vertical, proeminéncia das restauragdes de amalgama,
pseudomordida aberta e comprometimento estético (PEGORARO et. al,
2000).

De acordo com Ganss (2008) e Lussi (2006), a lesao inicial de erosao se

apresenta como uma superficie “amolecida” e brilhante e, em estagios mais
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avancgados, as areas convexas dos dentes se planificam ou entdo algumas
concavidades se tornam presentes, sendo que a largura da lesao
geralmente excede a sua profundidade. Na regido cervical, principalmente
por vestibular, as lesbes apresentam a borda gengival intacta, muito
provavelmente devido a agao neutralizadora de acidos do fluido do sulco
gengival (LUSSI et al., 2004). Nas superficies oclusais, ocorre um
arredondamento das cuspides, e as restauragdes nessa regido, quando
presentes, se tornam elevadas em relagao as estruturas dentais adjacentes.
Com o progresso da lesdo, a morfologia da superficie oclusal pode
desaparecer por completo (GANSS 2008, LUSSI, 2006). Nas superficies
incisais ocorrem irregularidades em suas margens. No entanto, deve-se
considerar que essa regiao também € muito vulneravel a forgcas de desgaste
mecanico, principalmente derivadas da oclusdo ou de habitos
parafuncionais como o bruxismo (GANSS, 2008).

Com a perda progressiva do esmalte e, consequentemente, a
aproximagdo da regido da dentina, forma-se a dentina reacional e
reparadora com obliteracdo dos tubulos dentinarios, na tentativa de
compensar a perda tecidual. Todavia, quando a intensidade do desafio
erosivo excede a capacidade reparativa do complexo dentina-polpa, podem
ocorrer algumas complicagées como a inflamacgao pulpar (GANSS, 2006).

Diversas técnicas estdo disponiveis para a avaliacdo da perda de
esmalte dentario resultante da eroséo in vitro, tais como: microdureza,
perfilometria,  microradiografia, = analises quimicas, microscopias,
espectroscopia de massa idnica etc. (BARBOUR et al.,, 2004). A
microdureza é amplamente utilizada para essas mensuragdes uma vez que
o amolecimento da superficie do dente pode ser facilmente quantificado por
meio desta técnica (ATTIN, 2006).

Attin (2006) revisou os principais métodos de avaliagdo da eroséo e, de
acordo com o autor, devido ao fato da erosédo dentaria possuir dois padrdes,

a perda e o “amolecimento” dos tecidos duros dentais, a sua avaliagao deve



24

englobar ambos os fendmenos de superficie, por exemplo, através da
medi¢ao da alteragao de dureza superficial e da perda de estrutura.

Barbour et al., (2004) e Rees (2004) revisaram os diferentes métodos in
vitro de analise da erosdo dental em esmalte. A primeira técnica descrita foi
a microdureza de superficie. De acordo com os autores, essas técnicas sao
uteis para se determinar os estagios iniciais da erosdo, uma vez que a
dissolugdo do esmalte envolve o “amolecimento” da superficie devido ao
enfraquecimento de sua estrutura. Em ambas as técnicas, uma ponta de
diamante de dimensdes conhecidas € pressionada contra a superficie teste
com certa carga e por um determinado periodo de tempo. A perfilometria,
outra técnica descrita, exige um polimento prévio dos espécimes e ao medir
a perda de estrutura e nao o “amolecimento”, ela é indicada para avaliar os
estagios mais avangados de erosao. O perfildmetro pode ser de contato ou
a laser. Na técnica de contato, uma pequena ponta de diamante (20 pym)
percorre a superficie do espécime a uma velocidade de aproximadamente
10 mm/min. Para se obter a profundidade da lesdo, parte da superficie é
protegida com fita adesiva ou esmalte de unha e parte é deixada exposta
aos agentes erosivos. Na perfilometria a laser, a ponta de diamante é
substituida pelo laser e ndo ha contato fisico direto entre a sonda e a
superficie de esmalte. Dessa forma, nao ocorrem danos nem riscos na
superficie desmineralizada.

Informacgdes sobre a morfologia de uma amostra soélida tal como o dente
pode ser realizada por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Este recurso emite um feixe de elétrons resultando em aumento de mais de
300.000 vezes tornando-o util para avaliacdo de superficies erodidas
(DEDAID et al., 2007).

O esmalte dentario possui cerca de 16 a 18% (g por 100 gramas) de
fésforo e 34-39% de calcio e de acordo com Ten Cate et al., (2003) a taxa
de erosao pode ser mesurada pelo conteudo mineral que foi dissolvido nas
bebidas. A concentragcdo desses minerais nas bebidas também se relaciona

com o potencial erosivo (HANNIG et al., 2005). Para analisar a
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concentragdo de minerais em liquidos podem ser empregadas técnicas
como espectrofotometria, espectrometria de emissdo 6ptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) e absorgéo atdmica (BARBOUR et al.,
2004; REES et al., 2007).

O potencial hidrogénico (pH) considerado critico para a dissolugdo do
esmalte dentario é igual ou inferior a 5,5 (SEOW et al., 2005). O potencial
erosivo das bebidas alcodlicas esta relacionado a diversos fatores, como o
tipo e concentragao de acido presente na bebida, tempo de exposi¢ao do
dente a bebida, capacidade tampao da saliva, pH e a acidez titulavel
(BENJAKUL et al., 2011). O pH tem sido citado como um determinante
primario na dissolugdo do esmalte (BARBOUR et al., 2007). Barbour et al.
2003, investigaram a dissolugcdo do esmalte humano em acido citrico (19,1
mmol/L) em funcdo de diferentes concentragdes de calcio e fosfato e
diferentes graus de saturagdo em relacdo a hidroxiapatita. De acordo com
os autores, o entendimento do impacto desses fatores no potencial erosivo
das bebidas é importante, uma vez que as concentragcbes de calcio e
fosfato podem nao ser importantes na determinagdo da taxa de dissolugao
do esmalte quando avaliadas individualmente. Adicionalmente, esse
conhecimento pode auxiliar nas modificagcbes de bebidas acidas com o
objetivo de torna-las menos erosivas, regulando o pH.

Pesquisas foram realizadas para avaliar o potencial erosivo de bebidas
alcodlicas e nao alcodlicas usando distintas metodologias. Barac et al.,
2015 investigaram diferentes sucos e refrigerantes que se mostraram
potencialmente erosivos e com significante relagdo com o pH. No estudo de
Kumar et al., 2013, o whisky foi capaz de dissolver o calcio da superficie
dentaria e o calcio e fosfato inorganico presente na saliva dos participantes
aumentou. Segundo os autores, isto sugere que a acidez da bebida pode
dissolver a hidroxiapatita do esmalte dentario liberando calcio e fosfato
inorganico.

A pesquisa de Chikte et al. 2005 mostrou o efeito negativo do vinho na

superficie dentaria. A prevaléncia e a severidade da perda de superficie
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dentaria de enodlogos foram avaliadas e comparadas a ndo consumidores
de vinho. Nos consumidores de vinho a prevaléncia e severidade de erosao
dentaria foram maiores quando comparadas aos ndao consumidores.

O estudo de Lussi et al., 2012 avaliou diversas bebidas como sucos,
iogurtes, espumante, cerveja, vodca e vinhos. A microdureza das amostras
de dentes humanos extraidos foi avaliada antes e apds o contato com as
bebidas. A microdureza encontrada no grupo das bebidas alcodlicas foi
diferente dos demais, pois algumas bebidas n&o produziram nenhuma
alteracao significativa na dureza das amostras.

A erosao dentaria afeta a estética e a sensibilidade do dente, alteracbes
na cor, na rugosidade e na dureza do esmalte. Essas alteragdes séo
resultado da agdo de agentes quimicos presentes que podem modificar
propriedades fisico-quimicas importantes do dente, prejudicando a uniéao
aos materiais restauradores, comprometendo o0 sucesso clinico das
restauragcées (BERTOLDO et al., 2011). Smith et al., 1989 mostraram que
grande parte dos alcoolistas avaliados apresentava lesdes erosivas. Logo, o
consumo do alcool é um fator a ser considerado e estudado no processo da
erosdo dentaria. Existe uma lacuna no conhecimento sobre o potencial
erosivo das bebidas a base de cachaga como a caipirinha. Dessa forma, o
presente trabalho se propde a avaliar in vitro o potencial erosivo da bebida a
base de cachaca, conhecida como caipirinha, nas suas formas artesanal e
industrializada, nas propriedades do esmalte dentario humano utilizando

analises fisico-quimicas complementares para a afericado da erosao.
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2. PROPOSICAO

2.1.0bjetivo geral

Avaliar in vitro o potencial erosivo das bebidas a base de cachacga
(cachaga, caipirinha artesanal e caipirinha industrializada) nas propriedades
mecanicas, morfolégicas e quimicas da superficie do esmalte em dentes
humanos higidos expostos a caipirinha.

A hipétese nula testada neste estudo é a de que o desafio erosivo in
vitro com caipirinha nao causa alteragdes fisico-quimicas no esmalte

dentario humano.

2.2.0bjetivos especificos

1. Avaliar a microdureza do esmalte dentario humano submetido a
desafio erosivo com cachaga, caipirinha artesanal e
industrializada por meio de Microdurémetro de Knoop.

2. Analisar a topografia superficial do esmalte antes e apos a
exposicdo as bebidas testadas por meio de microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

3. Quantificar os minerais da superficie do esmalte por meio de
espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS).

4. Quantificar os minerais das solugdes testadas por meio de
espectrometria de emissdo atbmica por plasma acoplado
indutivamente (ICP-OES).

5. Demonstrar a erosdo causada no esmalte dentario exposto as
bebidas testadas por meio de microscopia confocal de
perfilometria éptica de ndo contato com reconstrucéao da estrutura

anatbmica do esmalte em trés dimensoes.
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3.1 RESUMO

Objetivo: Avaliar in vitro o potencial erosivo das bebidas a base de
cachaca no esmalte dentario humano.

Métodos: 80 espécimes de terceiros molares humanos higidos de 4 mm x 4
mm foram aleatoriamente alocados em 4 grupos experimentais: cachaca,
caipirinha artesanal; caipirinha industrializada e &acido citrico a 0.3%
(controle positivo). Cada amostra foi coberta em sua metade por verniz
acido resistente, obtendo o lado controle e o lado experimental. Os
espécimes foram imersos nas solugdes por 5 minutos seguido por 2 horas
de saliva artificial, 6x/dia por 10 dias, em um modelo de ciclagem de erosao-
remineralizagdo com temperatura controlada (37°C) e agitagdo constante
(110 rpm). As amostras de esmalte dentario foram analisadas por meio de
pH, microdureza de superficie Knoop, microscopia eletrénica de varredura
(MEV), espectroscopia de raios-X por energia dispersiva (EDS),
espectrometria de emissao O6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) e microscopia confocal de perfilometria 6ptica de nao contato.
Os dados foram analisados quanto a sua normalidade e homogeneidade
por Shapiro-Wilk e Levene. Os testes estatisticos utilizados foram ANOVA
seguido pelo teste de Tukey e Kruskall-Wallis, considerando um nivel de
significancia de 5%.

Resultados: As bebidas experimentais avaliadas tém pH acido e todos os
grupos apresentaram diferenca estatistica significativa na perda de calcio,
fésforo e na microdureza entre os lados controle e experimental apds o
desafio erosivo (p<0.05). As imagens de MEV e de perfilometria mostraram
que a topografia do esmalte no lado experimental das amostras ficou mais
irregular e rugosa em todos os grupos. As solugdes analisadas via ICP-OES
apresentaram aumento significativo de calcio nos grupos testados (p<0.05).
Relevancia clinica: Este estudo ¢é pioneiro ao demonstrar que bebidas a
base de cachaga como a caipirinha tém alto potencial erosivo in vitro. O
esmalte dentario humano apresentou perda de microdureza e dos minerais

Ca'" e P ap6s o desafio erosivo.
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Palavras-chaves: erosdao dentaria, dureza do esmalte, alcoolismo,

caipirinha, cachaca, perfilometria, ICP-OES.

3.2 INTRODUGAO

Erosao dentaria € uma doenga multifatorial que pode ser definida como
a perda irreversivel da estrutura dental sem o envolvimento de biofilme [1] .
E ocasionada por agentes quimicos acidos, que podem ser decorrentes de
fatores intrinsecos ou extrinsecos. Os acidos da dieta s&o o principal fator
da erosao dental de origem extrinseca e incluem as bebidas alcodlicas,
refrigerantes e suco de frutas citricas [2,3,4].

O consumo de alcool é um fator que deve ser considerado no processo
da erosdo, pois a literatura demonstra que alcoolistas apresentam maior
prevaléncia de lesdes erosivas [5,6,7,8].

O potencial erosivo das bebidas alcodlicas esta relacionado a diversos
fatores. Existem aspectos quimicos importantes que modulam o impacto
erosivo nos dentes, como o pH [9], o pKa [9] o tipo de acido [9], a
capacidade tampéao [10], as propriedades quelantes [3] e as concentragdes
de calcio, fosfato e fluor [11]. Alteragdes especificas destes parametros
podem levar a uma redugcao ou aumento do potencial erosivo.

A erosao dentaria afeta a estética do sorriso e causa sensibilidade,
promovendo alteragdes de cor, rugosidade superficial e da dureza do
esmalte e da dentina. Essas alteragbes séo resultado da agédo de agentes
quimicos, que podem modificar as propriedades fisico-quimicas do dente e
prejudicar a unidao aos materiais restauradores, comprometendo o sucesso
clinico das restauracoes [5].

A cachaca é a bebida destilada mais consumida no Brasil. E derivada da
cana de acgucar, tem graduacgao alcéolica entre 38 a 48% e pH acido. Nos

ultimos anos as exportagcbes da cachaga cresceram, popularizando a
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bebida em outros paises como Alemanha, Espanha e Portugal [6]. A
caipirinha, composta por cachacga, limao e agucar, € o drink mais conhecido
e exportado do Brasil. Devido a acidez do limao e do alcool da cachaca a
caipirinha pode apresentar alto potencial erosivo.

Embora as bebidas a base de cachaga sejam populares
internacionalmente, ndo ha na literatura estudos que avaliam o potencial
erosivo dessas bebidas sobre os dentes. Ha& a necessidade de
esclarecimentos acerca dos efeitos das bebidas alcodlicas a base de
cachacga sobre os tecidos duros dentarios para que nao continuem sendo
consumidas sem conhecimento do seu potencial erosivo.

A hipoétese nula testada neste estudo € a de que o desafio erosivo in
vitro com caipirinha nao causa altera¢gdes fisico-quimicas no esmalte

dentario humano.

3.3 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Setor de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana (UFPR) parecer n’
2.361.993 (Anexo 1).

Terceiros molares com indicacdo de exodontia foram obtidos do Banco
de Dentes da UFPR. A doacao dos dentes foi autorizada e formalizada
mediante assinatura do termo de doagao (Anexo 2).

Oitenta dentes permanentes foram utilizados neste estudo. Foram
incluidos no trabalho dentes higidos extraidos quando totalmente inclusos.
Foram excluidos os dentes que apresentavam hipoplasia e
hipomineralizagao de esmalte ou marcas de broca odontoldgica.

Calculo amostral foi realizado para cada uma das analises (Statulator

online) com poder de teste de 85%.
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Preparo das amostras:

Os dentes foram seccionados utilizando cortadeira de precisao (Isomet
1000, Buehler, Lalke Bluff, IL, USA), gerando fragmentos de 4 mm x 4 mm X
4 mm com uma das faces completamente formada por no minimo 2,5 mm
de esmalte, obrigatoriamente. Cada fragmento foi embutido individualmente
em corpo de prova com resina de poliéster cristal quimicamente
polimerizavel (Redelease, Sao Paulo, Brasil).

A face com esmalte dentario ficou exposta e teve sua superficie
reqgularizada por uma sequéncia de lixas d’agua com granulacéo
decrescente (400, 600, 1200 e 1500) sob refrigeracdo de agua corrente em
uma politriz (Arotec, Aropol, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Cada fragmento dentario teve parte da sua area coberta por verniz acido
resistente (Revlon, NY, EUA) deixando metade da face de esmalte exposta

ao desafio erosivo (lado experimental) e metade protegida (lado controle).

Experimento in vitro:

Oitenta amostras foram confeccionadas e alocadas aleatoriamente em 4
grupos: caipirinha artesanal, caipirinha industrializada, cachaga (aguardente
51) e acido citrico 0,3% (controle). A saliva artificial foi utilizada para o processo

de remineralizagdo durante o desafio erosivo (Tabela 1).

O modelo dindmico de ciclagem de pH e temperatura foi escolhido por
simular in vitro o desenvolvimento da erosdo dentaria em situacbes de alto
consumo de bebida alcodlica [18,19,21,22,23]. Foi utilizada uma sequéncia de
desafio erosivo [18], conforme ilustrado pelo diagrama (Figura 1). Todas as

amostras foram submetidas ao desafio erosivo simultaneamente.
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Figura1: Diagrama de ciclo erosivo diario que foi repetido durante 10 dias.

Método das Anadlises :

Para a realizagdo das analises, o verniz de protecdo do lado controle foi

removido com o uso de acetona pura (Dinamica, Brasil).
a) pH

Foi realizada a mensuragdo do pH dos 4 grupos (cachaga, caipirinha
artesanal, caipirinha industrializada e acido citrico) e da saliva artificial com
peagametro digital de alta precisdo previamente calibrado (KR20, AKROM®,
Sao Leopoldo, RS, Brasil) antes e apds cada ciclo erosivo (Figura 1). Os
valores medidos nao demonstraram diferenca estatistica entre si, por isso foi
utilizado o valor médio de todas as medicbes diarias de pH ao longo dos 10

dias de experimento (Tabela 2).

b) Microdureza (n=15)
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Foi utilizado um microdurémetro (BUEHLER — Micronet 5104) apos
calibracdo e analise de concordancia intra-avaliador. O coeficiente de
correlagao intra-classe (CCl) para a média das microdurezas (nUmeros Knoop),
foi de 0,96, correlagao muito forte, considerando o nivel de significancia de 5%.
Utilizou-se um penetrador de diamante piramidal tipo Knoop, com carga de 50g
aplicada por 5 segundos no lado experimental das amostras. Em cada
espécime foram realizadas 3 indentagcdes com distancia de 100 um entre elas
antes da exposigao as solucdes experimentais. A média das indentagdes
(numero Knoop) iniciais foi calculada e os espécimes com valores similares de

microdureza (média = um desvio padrao) foram selecionados.

ApoOs o desafio erosivo foi realizada a mensuragcdo da microdureza
superficial final do esmalte nos mesmos parametros da microdureza inicial. A
diferenca percentual entre as médias de microdureza inicial e final do esmalte

foi avaliada representando a diferenga de microdureza das amostras.

c) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDS) (n=15)

Os fragmentos dentérios foram retirados da resina acrilica com o uso de
discos diamantados (American Burrs, Brasil), fixados em stubs de aluminio e
mantidos por 48 h em maquina a vacuo (EM-DSC20 Vacuum Evaporator,

JEOL, Akishima, Japao) para secagem e remocao de residuos de acetona.

Para imagem de detalhamento da microestrutura e da morfologia do
esmalte, as amostras foram avaliadas utilizando um microscopio com um
potencial de 15 kV e corrente de 75 pA (EVO MA 15, ZEISS, Alemanha). Para
a aquisicdo das imagens por elétrons secundarios (SE) foi realizada a
metalizacdo das amostras com ouro, por meio da técnica de spditering (Balzers
SCD 30, Bal-tecrmc, Tucson, AZ, USA), com posterior obtencdo de
micrografias com uma magnificacdo de 300 vezes. As imagens de micrografias

servem como ferramenta de suporte para a demonstragao da erosao.
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A técnica de EDS se caracteriza como um acessorio essencial no estudo
da caracterizagdo microscopica de materiais e permite 0 mapeamento da
distribuicdo de elementos quimicos por minerais. Com o objetivo de analisar a
constituigdo quimica elementar das amostras, foi utilizado o espectrometro de
energia dispersiva de raios X (Oxford Instruments, Abingdon, Inglaterra)
acoplado ao MEV com um potencial de 20 kV e magnificagcdo de 300x. A
analise dos dados obtidos foi realizada pelo programa AZtec 3.1 (Oxford
Instruments, Abingdon, Inglaterra). Foram realizadas afericbes nos dois lados

das amostras com captagao espontanea de todos os minerais (Wt%).

Anadlises estatisticas foram realizadas para comparar a quantidade
percentual de calcio e fésforo (Wt%) no lado controle e no lado experimental

das amostras e a diferenca entre os grupos.

d) Perfilometria Optica de ndo contato (n=5).

A analise perfilométrica foi realizada por meio de microscopia confocal a
laser (OLYMPUS FV 1200, Japao) com fluorescéncia nos parametros: trés
lasers de comprimentos de onda de 405 nm, 543 nm e 635 nm, fontes de luz

ultravioleta e de luz branca.

A area amostral total foi digitalizada com um scanner e analisada para a
reconstrucao tridimensional do perfil das amostras. A diferenga de altura entre
o lado controle e experimental gerada pela erosao foi medida em nanémetros
por meio de software especifico (Talymap Platinum). Essa diferenca de altura

foi analisada estatisticamente para avaliar a variagdo entre os grupos.

e) Espectrometria de emissédo atdmica por plasma acoplado indutivamente
(ICP-OES) (n=3)

O equipamento ICP-OES (Perkin Elmer, Optima Serie 8300) calibrado foi
utilizado para analise das solugdes amostrais. A caipirinha artesanal, caipirinha

industrializada, cachaga e acido citrico foram analisados antes e apos o desafio
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erosivo para avaliar a quantidade de calcio liberado pelo dente por meio da
erosdo. As amostras foram diluidas em 10 vezes em agua deionizada com
resistividade de 18 MQ cm obtida por sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
USA).

A concentragao de calcio (mg/L) medida antes e apds o desafio erosivo

foi analisada em triplicata e comparada entre os grupos.

3.4 Analise estatistica:

A analise estatistica foi realizada por meio do software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS versdao 13.0, IBM Inc., Chicago, IL, EUA). A
normalidade e a homogeneidade das variaveis foram verificadas por meio dos
testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Foi utilizado nivel de
significancia de 5%.

Para a comparagado da perda de microdureza (%) entre os grupos apos o
desafio erosivo foi utilizado o teste de ANOVA one way seguido de Tukey HSD.

Os dados da diferenga de altura entre lado controle e lado experimental
obtidos pela perfilometria foram analisados pelo teste de Kruskall- Wallis.

O teste ANOVA two way foi aplicado a fim de comparar a diferenga entre a
concentragdo de calcio e fésforo entre os lados controle e experimental
detectadas pelo EDS. A mesma analise de variancia foi utilizada para comparar
a concentracao de calcio das solugdes empregadas antes e apds o desafio
erosivo detectadas por ICP-OES.

Foi realizado teste de correlacdo de Pearson entre o pH médio das solugdes

e erosao dentaria nas 5 analises realizadas.
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3.5. Resultados

Microdureza:

No lado experimental das amostras houve diferenga estatistica (p<0.05)
entre a microdureza inicial e final analisadas em todos os grupos (Tabela 4).

A maior diferenga de microdureza ocorreu no grupo da acido citrico que
teve sua microdureza reduzida em 40.75%, seguida pelo grupo da
caipirinha artesanal (37.94%) e caipirinha industrializada (37.59%). O grupo
exposto a cachaga perdeu 10.79% de sua dureza inicial (Figura 3).

Nao houve diferenca estatistica entre a perda de microdureza dos
grupos da caipirinha artesanal, industrializada e &cido citrico (p>0.05).
Houve diferenga estatistica entre esses grupos em relacdo a cachaca
(p<0.05).

Perfilometria

Houve diferenga estatisticamente significativa entre a altura do lado
experimental das amostras em relagdao ao lado controle em todos os grupos
(p<0,05) indicando alto impacto erosivo. Houve diferenca estatistica entre o
resultado da cachaga e demais grupos assim como da caipirinha industrializada e
demais grupos (p>0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
caipirinha artesanal e acido citrico (p<0,05).

Além disso, foi observado aumento de rugosidade no lado experimental nas

imagens de reconstrugao tridimensional (Figura 3).
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Figura 2: Grafico das médias de desnivel entre lado controle e lado
experimental nos 4 grupos experimentais.
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ICP-OES
Em todas as solu¢des houve aumento na quantidade de Calcio (p<0.05)
(Tabela 6). Mais uma vez nao houve diferenga entre os resultados para

caipirinha artesanal e acido citrico.

EDS

Os resultados captados por EDS corroboram com os demais achados
deste estudo. Houve diferenca estatistica significante entre os lados
controle e experimental para todos os grupos (p<0,05) e ndo houve
diferenca significativa entre os grupos da caipirinha artesanal e acido citrico.
As solugdes cachaga e caipirinha industrializada tiveram resultados

diferentes entre si e dos demais grupos (Tabela 7).

MEV

Nas imagens de MEV, assim como na reconstrugao por perfilometria, foi
possivel observar a diferengca de rugosidade entre os lados controle e
experimental das amostras e também a diferenga entre os grupos (Figura
3).

pH:

O teste de correlagdo Pearson mostrou que quanto mais baixo o pH,
maior a erosao causada aos fragmentos de esmalte analisados por meio
de microdureza e EDS em uma correlagéo forte (1 > r < 0,7 ). Para a
diferenca de altura entre os lados controle e experimental detectada pela
perfilometria foi encontrada correlagdo negativa muito forte (0,7 > r < 1).
Para o aumento de calcio analisado via ICP-OES a correlacéo foi negativa e
forte, ou seja, quanto mais baixo o pH da solugdo maior o aumento de

calcio encontrado.
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Cachaca Caipirinha industrializada

Caipirinha artesanal Acido citrico 0,3%

FIGURA 3: Imagens de analise de perfilometria 6ptica de ndo contato dos grupos testados
(C=lado controle , E = lado experimental).
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Cachaca Caipirinha industrializada
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FIGURA 4: Micrografias eletrénicas de varredura dos grupos testados (C= lado controle, E
= lado experimental).
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Este estudo realizou analises fisicas e quimicas complementares para
avaliar o potencial erosivo de bebidas a base de cachaga no esmalte dentario
humano, comparando com acido citrico (controle para a erosao). O estudo
inova ao utilizar a caipirinha na sua forma artesanal e industrializada além de
avaliar a cachaga pura, pois até o presente momento ndo foram encontrados

estudos sobre erosdo com essa bebida.

A hipotese nula testada de que o desafio erosivo in vitro com caipirinha

nao causa alteragdes fisico-quimicas no esmalte dentario humano foi rejeitada.

A dureza superficial final, apés exposicao as bebidas alcodlicas testadas,
apresentou valores mais baixos em relagao a inicial para todos os grupos. De
acordo com alguns autores [17], a anadlise de dureza, por avaliar o
amolecimento da superficie, € um método adequado para se observar os
estagios iniciais de erosdao. Enquanto a perfilometria é a analise ideal para
avaliar com precisao a quantidade de tecido dentario erodido pela mensuracéo
da rugosidade, sendo mais adequada para estagios mais avangados [18,19].
Em estudo anterior que avaliou a erosdo causada por refrigerantes, sucos,
cervejas e “alcopops” [20] foi demonstrada a perda de esmalte por meio de
analise perfilométrica optica. No presente estudo, as analises de microdureza
de Knoop e perfilometria foram realizadas de forma complementar e constatou-
se perda de dureza superficial do esmalte apos o desafio erosivo pelo primeiro

meétodo e perda de altura no lado experimental pelo segundo.

A capacidade erosiva das bebidas alcodlicas esta associada ao seu pH
[21,22] e a sua mensuragdao € um parametro importante para determinar este
potencial [23]. Em concordancia com estudos prévios [23,24,25], as bebidas
alcodlicas cachacga, caipirinha artesanal e caipirinha industrializada testadas
nesta pesquisa apresentaram pH baixo (pH < 5,0 para todas os grupos). Os
valores de pH mais baixos registrados neste estudo foram do grupo do acido
citrico (2,71) e da caipirinha artesanal (2,73), e ndo houve diferenga estatistica

entre os resultados dos dois grupos.
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A concentracdo de fosforo e calcio das amostras foi mensurada para
avaliar a perda do esmalte dentario nos diferentes grupos de exposicao.
Estudos anteriores investigaram o potencial erosivo de bebidas por meio da
quantificacdo destes minerais [26]. A concentracdo destes elementos tende a
aumentar nos liquidos apds o experimento devido a dissolugdo da
hidroxiapatita e diminuir na superficie dentaria [27]. Na analise por EDS houve
reducdo na concentracdo de calcio e fosforo da superficie experimental em
todos os grupos. E, na analise por ICP-OES a concentracdo do calcio
aumentou significativamente nos 4 grupos testados apods o desafio erosivo.
Outros pesquisadores [28] analisaram solucdes de extratos de frutas acidas
utilizando a ICP-OES e observaram que os dentes podem sofrer uma perda
significativa de metais como calcio para o meio liquido por meio da eroséo do

esmalte.

No processo quimico da erosdo, ha perda de calcio e fosforo do esmalte
dentario levando a alteragbes na sua topografia e morfologia. A MEV é uma
técnica apropriada para a avaliagdo topografica e morfolégica da erosao
[18,36]. E possivel encontrar na literatura trabalhos que demonstraram por
meio de MEV que bebidas como refrigerantes, sucos, vinho, vodca e whisky
foram capazes de modificar a superficie de materiais dentarios e do esmalte
[3,22,23,29]. Além das imagens da MEV, este estudo fez uma reconstrugao
tridimensional da topografia de algumas amostras (n=5) por meio de um
software especifico conectado ao microscopio de perfilometria 6ptica (Talymap
Platinum, USZ). Corroborando as observagdes deste estudo, outros autores ja
mostraram que é possivel notar modificagbes morfolégicas na estrutura do
esmalte erodido [37] e a avaliagdo tridimensional superficial apontou
visualmente uma superficie de esmalte mais aspera e irregular. A diferenca de
altura do esmalte entre os lados controle e experimental foi estatisticamente
significativa neste estudo. Além disso foi possivel notar uma irregularidade
maior nos lados experimentais das amostras quando comparados com seus

respectivos lados controles.
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A principal bebida alcodlica investigada neste estudo foi a cachaga. Os
resultados deste grupo experimental ndo puderam ser comparados com
bebidas do mesmo tipo, pois até o presente momento e nas bases de dados
consultadas, ndao foram encontrados estudos de erosao envolvendo a cachaca.
No presente estudo, o grupo da cachaca foi capaz de reduzir significativamente
a microdureza do esmalte, concentracdo de Ca*™ e P. Além disso, quando
associada ao limdo, tanto na forma artesanal quanto industrializada teve

impacto erosivo ainda mais alto.

O modelo de erosdo utilizado neste estudo permitiu a observacdo de
ciclos erosivos por um periodo de 10 dias. O ciclo de desmineralizacao-
remineralizagdo selecionado baseou-se em estudos anteriores [12] que
avaliaram o processo de erosao in vitro. Os parametros de agitacdo constante
(110 rpm), temperatura (37°C), tempo de desmineralizagao e remineralizagéo,
uso da mesma férmula de saliva artificial (0.213 g/l de CaCl2; 2H20; 0.738 g/l
de KH2PO4; 1.114 g/l de KCI; 0.381 g/l de NaCl; 12 g/l tampéo Tris; 2.2
Mucina) [12,13] e grupo controle (acido citrico a 0.3%) foram reproduzidos
[13,15].

O acido citrico € um acido usado como conservante natural e confere
sabor acido e refrescante em alimentos e bebidas. Foi utilizado como controle
para a erosao neste estudo por estar presente na maioria das frutas, sobretudo
nas citricas como o liméo. O limdo contém cerca de 6% de acido citrico, em
qualguer uma de suas variedades siciliano ou Tahiti [31]. Este acido € utilizado
como parametro para erosdao em varios estudos [12,13,14,15,16,20] tanto para
avaliar o processo erosivo quanto como parametro de erosao para agentes

quimicos que atuam como protetores contra a perda mineral.

A exposicao a saliva é fator importante para protecéo dentaria e tem se
mostrado eficaz na remineralizacdo do esmalte erodido [30]. A saliva forma
uma pelicula adquirida sobre a superficie do esmalte, aumentando a deposicéo

de célcio e fosfato e dificultando a difusdo de acidos sobre a superficie
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mineralizada [34,35]. A saliva artificial € comumente utilizada nos experimentos
in vitro para promover a protecdo da superficie dentaria antes do desafio
erosivo, visando mimetizar a pelicula adquirida salivar. A formulacédo de saliva
artificial utilizada neste estudo (Tabela 1) simula a mucina da saliva e contém
niveis comparaveis de componentes inorganicos [30]. O pH médio da saliva
artificial utilizada foi similar ao da saliva humana [30] (Tabela 2) para que o
processo de ciclagem de acidez e pH do desafio erosivo ficasse semelhante ao

da saliva humana.

O processo erosivo do esmalte dentario depende diretamente da dieta
do individuo. Uma dieta que inclui alimentos ricos em calcio pode reduzir a
perda mineral do tecido dentario [23,33]. O presente estudo analisou o impacto
erosivo de bebidas alcodlicas sem a considerar a influéncia da dieta e por isso

pode nao reproduzir precisamente o que ocorreria in vivo.

Devido ao carater in vitro do experimento ndo é possivel afirmar que
estes resultados se reproduzam clinicamente para todos os individuos. Desta
forma, do ponto de vista clinico, os individuos que consomem frequentemente
bebidas a base de cachaga, nas suas diversas formulagdes (cachaga pura,
caipirinha artesanal ou caipirinha industrializada) podem ter um maior risco a
erosdo. E importante que o cirurgido-dentista conhega o potencial erosivo das
bebidas a base de cachaca para que possam ser aplicadas praticas de
orientagcdo e prevencdo. Além disso, seria importante o desenvolvimento de
novos estudos nesta area com outros drinks que possuem limdo e outras

bebidas alcodlicas em sua composigdo, como a caipirosca, mojito e pisco sour.
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4. CONCLUSAO

As bebidas a base de cachacga tém alto potencial erosivo no esmalte
dentario humano quando analisadas in vitro. Os grupos testados (caipirinha
artesanal, caipirinha industrializada, cachaga e acido citrico) apresentaram
perda significativa de calcio, fésforo e de microdureza indicando forte impacto
erosivo. Também houve aumento na concentragdo de calcio das solugdes

testadas apds o desafio erosivo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Anélise in vitro do impacto erosivo das bebidas alcodlicas no esmalte dentario humano.

Pesquisador: Maria Angela Naval Machado

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 78577317.8.0000.0102

Instituicdo Proponente: Departamento de Estomatologia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.361.993

Apresentacao do Projeto:

Projeto de pesquisa intitulado "Analise in vitro do impacto erosivo das bebidas alcodlicas no esmalte
dentéario humano." da pesquisadora responsavel Maria Angela Naval Machado com a colaboragéo de Ana
Clélia Rousseng.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da erosdo nas propriedades mecanicas, morfologicas e quimicas da superficie do esmalte
em dentes humanos higidos expostos a bebida alcodlica.

Obijetivos Especificos

- Estimar a microdureza da superficie dental;

- Realizar a andlise topografica superficial;

- Quantificar o célcio e o foésforo na superficie dental;

- Reconstruir a estrutura anatdmica do dente em trés dimensoes.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

O principal beneficio dessa pesquisa para a sociedade é esclarecer que além dos maleficios para a satde
sistémica, o alcool pode ter efeito prejudicial na estrutura do dente, causando erosao e perda de minerais. A
avaliagdo do impacto negativo do consumo de alcool na saude bucal gera
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informacdo que pode ser utilizada para conscientizacdo e alerta da populagdo. A sociedade Odontolégica se
beneficia com a pesquisa ao relacionar os resultados com as propriedades mecéanicas dos dentes e
restauracdes. Os resultados podem também ser colaborativos para outras pesquisas cientificas.

O risco dessa pesquisa se da por possivel constrangimento dos participantes, devido a exposi¢éo do seu
prontudrio ao Banco de Dentes. Porém, os pesquisadores desse estudo nao terdo acesso a nenhum dado
do paciente, o que garante a confidencialidade das informagées. Também n&do havera contato entre os
pesquisadores desse estudo e os doadores, em nenhum momento, o que minimiza eventuais riscos de
constrangimento.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo in vitro utilizando dentes humanos de adultos provenientes do Banco de Dentes da
UFPR. O estudo avaliara o potencial erosivo da caipirinha industrializada, caipirinha artesanal e seus
componentes isoladamente na superficie do esmalte dentéario. Para isso, serdo usados 105 dentes, dos
quais blocos de esmalte serdo preparados a partir de terceiros molares humanos e divididos aleatoriamente
em sete grupos de tratamento (n = 15): 1- cachaga; 2- liméo; 3- aglcar; 4- liméo e aglcar; 5- saliva artificial;
6- caipirinha artesanal padronizada e 7- caipirinha industrializada.

Os grupos serdo expostos a doses padronizadas das bebidas alcodlicas em quantidade, durante um mesmo
tempo e nas mesmas condicdes. As doses padroes estabelecidas serédo de 10mL de cachaca; 10 mL de
suco de limao fresco; 10mL de saliva artificial; 10mL de agtcar diluido em agua destilada,10mL de caipirinha
artesanal, 10mL de caipirinha industrializada®.

O pH de cada substancia sera mensurado nas duas etapas (inicial e apés a exposi¢édo ao liquido) com um
peagametro (KR20, AKROM, Sao Leopoldo, RS, Brasil), previamente calibrado, em 1, 2, 12 e 24 horas ap6s
exposicao das amostras a bebida.

A microdureza inicial de cada bloco serd medida. Ap6s essa mensuracéo inicial das amostras, metade de
cada bloco sera coberta com fita adesiva para que sirva de controle transversal. Os blocos serédo alocados
aleatoriamente para cada grupo.

Analises da microdureza superficial (Microdureza de Knoop), topografia superficial e mapeamento quimico
de célcio e fosforo na superficie dentaria (Microscopia Eletrénica de Varredura com Espectroscopia de
Energia Dispersiva acoplada) e reconstrugdo da estrutura anatdmica do dente em trés dimensdes
denominada de Microtomografia de raios-X (Microtomégrafo de Raios X da marca Skyscan, modelo 1172)
serdo realizadas.

As leituras das analises serdo realizadas "as cegas", sem que o avaliador possa identifica-las. As
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amostras serdo analisadas no Laboratério de Anélises de Minerais e Rochas (LAMIR) e no Centro de
Microscopia Eletronica (CME) ambos na UFPR.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Dispensa do TCLE, pesquisadora anexou o TCLE que o paciente assina para doar os dentes para o Banco
de Dentes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Nao ha pendéncias.

- E obrigatorio retirar na secretaria do CEP/SD uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
com carimbo onde constara data de aprovacao por este CEP/SD, sendo este modelo reproduzido para
aplicar junto ao participante da pesquisa.

O TCLE devera conter duas vias, uma ficard com o pesquisador e uma cépia ficard com o participante da
pesquisa (Carta Circular n°. 003/2011CONEP/CNS).

Favor agendar a retirada do TCLE pelo telefone 41-3360-7259 ou por e-mail cometica.saude @ufpr.br,
necessario informar o CAAE.

Consideracgodes Finais a critério do CEP:

Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais e final, sobre o andamento da
pesquisa, bem como informagdes relativas as modificacdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos, através da Plataforma Brasil - no modo: NOTIFICACAO. Demais
alteracdes e prorrogacgao de prazo devem ser enviadas no modo EMENDA. Lembrando que o cronograma
de execucdo da pesquisa deve ser atualizado no sistema Plataforma Brasil antes de enviar solicitagédo de
prorrogagao de prazo.

Emenda — ver modelo de carta em nossa pagina: www.cometica.ufpr.br (obrigatério envio)

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 09/10/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_1005783.pdf 10:29:13
Outros ata_de_aprovacao.pdf 09/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Endereco: Rua Padre Camargo, 285 - Térreo

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-240
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3360-7259 E-mail: cometica.saude@ufpr.br

Péagina 03 de 05



UFPR - SETOR DE ClI

ENCIAS

DA SAUDE DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA -

Continuagéo do Parecer: 2.361.993

QRBrat

63

mo

Outros ata_de_aprovacao.pdf 10:26:10 |Machado Aceito

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 09/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito
10:25:44 | Machado

Outros Checklist.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito
22:14:30 [Machado

Declaragao de Declaracao_de_responsabilidades_no_p| 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores rojeto.pdf 21:53:28 [Machado

TCLE / Termos de | TCLE_BancodeDentes.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Assentimento / 20:00:26 [Machado

Justificativa de

Auséncia

Declaracéao de Declaracao_de_uso_especifico_do_mat | 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores erial.pdf 19:58:55 | Machado

Declaragdo de Termo_de_compromisso_para_o_inicio_| 03/10/2017 [Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores da_pesquisa.pdf 19:58:29 |Machado

Declaracao de Termo_de_Confidencialidade.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores 19:57:44 [Machado

TCLE / Termos de |Dispensa_do_termo_de_consentimento.| 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Assentimento / pdf 19:56:57 |Machado

Justificativa de

Auséncia

Declaragdo de Oficio_do_pesquisador.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores 19:50:25 | Machado

Declaracao de Analise_de_Merito.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores 19:38:58 | Machado

Declaragao de Concordancia_servico_Patologia.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Instituicao e 19:38:19 |Machado

Infraestrutura

Declaragédo de Concordancia_servicos_LAMIR.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Instituicdo e 19:38:04 |Machado

Infraestrutura

Declaragao de Concordancia_servicos_CME.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Instituicéo e 19:37:45 [Machado

Infraestrutura

Declaracao de Concordancia_servico_BancodeDentes. | 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Instituicéo e pdf 19:37:16  |Machado

Infraestrutura

Declaragao de Termo_de_guarda_de_material.pdf 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores 19:29:03 | Machado

Declaragao de Declaracao_de_tornar_publicos_os_res [ 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Pesquisadores ultados.pdf 19:28:11 Machado

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_CEP.docx 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Brochura 15:56:23 |Machado

Investigador

Declaracédo de Declaracao_de_compromisso_Bancode | 03/10/2017 |Maria Angela Naval Aceito

Manuseio Material | Dentes.pdf 15:47:17 | Machado

Bioldgico /
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ANEXO 3: Informagbes para autores da revista American Journal of
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The AMERICAN JOURNAL OF DENTISTRY is published six times a
year in February, April, June, August, October and December by
Mosher & Linder, Inc.

The AJD invites submission of research manuscripts and reviews
related to the clinical practice of dentistry. Manuscripts are considered
for publication with the understanding that they have not been
published elsewhere in any form or any language, are submitted
solely to the AJD, and if accepted for publication in the AJD, they
will not be published elsewhere in the same form or in any other
language, without the consent of the Editor. Manuscripts are reviewed
by at least two referees.

Statements and opinions expressed in the articles and com-
munications herein are those of the author(s) and not necessarily those
of the Editor, Managing Editor, Editorial Board members or publisher
of the AMERICAN JOURNAL OF DENTISTRY.

All correspondence from the Editorial Office will be made with
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PREPARATION OF MANUSCRIPTS. Papers should be written in
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Microsoft Word files and illustrations in JPEG image format.

Papers reporting results of original research should be divided
into Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements (if any), and References.

CLINICAL RESEARCH PAPERS. Need to follow the CONSORT
Statement [Needleman . ef al. AmJ Dent 2008:21: 7-12).

DISCLOSURE STATEMENT. The American Journal of Dentistry is
instituting a policy to disclose conflicts of interest, as well as
sponsorship of studies published in the Journal. Please provide
information regarding any conflict of interest relationships of all
authors, or state that each author has no conflict.

Examples of common financial relationships include: employment,
consultancies, stock ownership, honoraria, and paid expert testimony.
You can read more about other potential conflict of interests and the
general policy at:  [http://www.nlm.nih.gov/pubs/factsheets/]
supplements.htmlfand http:// www.icmje.org/#conflicts

COPYRIGHT RELEASE. The following statement, signed by all
authors, should accompany all manuscripts:

"All manuscript's copyright ownership is transferred from the
author(s) of the article (title of article), to the American Journal of
Dentistry in the event the work is published. The manuscript has not
been published in any form or any language and is only submitted to
the American Journal of Dentistry”.

TITLE PAGE should include the title of the manuscript, all
authors’ full names and degrees, affiliations to institution or private
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and fax numbers and e-mail address.
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the title of the manuscript, the abstract and the clinical significance
sections. On the abstract page, the name(s) of the author(s) should not
appear. The abstract should have the following sections: Purpose,
Methods, and Results.
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abstract, a short statement should highlight the clinical significance
of the manuscript.

REFERENCES. All references and only those cited in the text
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consecutively as they appear in the text of the paper. Reference
formatting programs should not be used.

When a paper cited has three or more authors, it should appear in
the text thus: Gwinnett ef al.l In the Reference section, article
references must include the names and initials of all the authors, the
full title of the paper, the abbreviated title of the journal, year of
publication, the volume number, and first and last page numbers,
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1. Thornton JB, Retief DH, Bradley EA. Marginal leakage of two
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references if they have been accepted for publication by a journal
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Tabela 1: Grupos experimentais e férmula da saliva artificial utilizados no

desafio erosivo.

Solugao Composigao

Caipirinha 50ml de cachaca, meio lim&o Tahiti e 2 colheres de cha de agucar
artesanal (International Bartenders Association )

Caipirinha Cachaga, suco de limao (Tahiti) e agucar ( Brunholi ™, Brasil)

industrializada

Cachaca Cachaca (51, Brasil)
Acido citrico 0.3% de &cido citrico, agua deionizada ('*"*'*'>'°)
Saliva artificial 0.213 g/l de CaCl2 2H20; 0.738 g/l de KH2PO4; 1.114 g/l de KCI;

0.381 g/l de NaCl; 12 g/l tampao Tris; 2.2 Mucina (%)

Tabela 2: Média das leituras de pH das solugbes experimentais.

Grupo Média do pH Inicial (+ desvio padrao)
Cachaca 4,96 (+ 0,34)
Caipirinha industrializada 3,91 (£ 0,35)
Caipirinha artesanal 2,73 (£ 0,29)
Acido citrico a 0,3% 2,71 (£ 0,28)

Saliva artificial

6.75 ( 0,37)
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Tabela 3: Analise de correlagdo de Pearson entre pH e erosao mensurada por

diferentes analises.

Perda de Diferencade Perda

Perdade P  Aumento de Ca*™

Microdureza alturas entre de Ca™" no liquido
% lado controle
experimental
pH Correlagado de -.648* -.643* -.641* -.579*
Pearson .000 .000 .000 .001

Sig. (bicaudal)

Tabela 4: Média das Microdurezas (Knoop) antes e apds o desafio erosivo no

lado experimental das amostras (DP) e perda média (%) de microdureza (DP).

Grupo Amostral Inicial Final Perda % VALOR DE
p*

Cachacga (DP) 334,89 296,52 12.06 p<0,001*
(+43,46) (+44,23) (£10.79)A

Caipirinha 309,26 206,40 37.94 p<0,001*

artesanal (DP) (+32,77) (+64,58) (x17.58)B

Caipirinha 319,03 194,52 37.59 p<0,001*

industrializada (+29,05) (+46,76) (+18.52)B

(DP)

Acido citrico (DP) 330,80 195 40.75 p<0,001*
(£58,78) (£52,22) (+18.31)B

* Teste de Tukey HSD

Valores dos grupos com a mesma letra ndo foram diferentes estatisticamente

(p>0.05).
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Tabela 5: Concentracdo de calcio e fosforo (Wt%) dos lados controle e
experimental apds o desafio erosivo [média(DP)] captada por EDS.

Cachaca Caipirinha Caipirinha Acido citrico a
artesanal industrializada 0.3%
[Ca""]Lado Controle 29.30 (+2.84)  29.36 (+4.78) 25.09 (+6.04) 28.94 (+4.46)

[Ca™]Lado Experimental 2514 (+3.24)  18.32 (+5.00) 18.62 (+4.98) 19.52 (+3.35)

[P ] Lado Controle 15.30 (+1.39) 15.34 (+1.81) 14.09 (£2.02)  14.90 (+1.86)
[P ] Lado Experimental 13.28 (+1.66) 9.37 (£2.32) 10.16 (+1.80)  9.86 (+1.74)
Valor de p* <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Diferenca entre os A B C B
grupos

* Teste de Tukey HSD
Valores dos grupos com a mesma letra ndo foram diferentes estatisticamente
(p>0.05).

Tabela 6: Distribuicdo da concentragao de calcio (mg/L) dos liquidos utilizados
antes e apos o experimento [média(DP)] analisada por ICP-OES.

Cachaca Caipirinha Caipirinha Acido citrico
artesanal industrializada 0.3%

Concentragao de 6.34 17.73 21.07 16.77
Ca" (+2.27) (+0.72) (+1.54) (+.69)
Inicial (DP)

Concentracao de 16.59 104.72 43.85 104.49
Ca"™ (+1.90) (£5.91) (+1.48) (£7.72)
Final (DP)

Diferenca entre os A B C B

grupos < 0.001 < 0.001 < 0.001 < 0.001




Valor de p

* Teste de Tukey HSD

Valores dos grupos com a mesma letra ndo foram diferentes estatisticamente
(p>0.05).
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