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RESUMO

Ainda é questionavel a importancia relativa do pH e da acidez titulavel no potencial
erosivo de bebidas acidas. Portanto, o objetivo deste estudo foi de avaliar o efeito in
situ do pH e da acidez titulavel no processo de erosdo de esmalte dental e dentina.
Em um estudo de quatro fases, cruzado, duplo cego, 12 voluntarios adultos
utilizaram dispositivos palatinos contendo blocos de dente bovino, trés de esmalte e
trés de dentina dispostos no centro do dispositivo, inicialmente por um periodo de 2h
para permitir a formacado da pelicula adquirida. Os blocos foram removidos do
dispositivo e tiveram sua dureza superficial determinada, apés o qual foram
reinseridos no dispositivo para realizagcdo dos desafios erosivos. Quatro solugdes
teste, contendo 20% sacarose, foram utilizadas, duas com pH 2,5 e duas com pH
3,5. Duas das solugdes nado foram tamponadas (pH ajustado para pH 2,5 ou 3,5
utilizando HCI) e as outras duas solu¢des tamponadas com 25 mM de &cido citrico
antes do ajuste do pH. Sacarose foi empregada para evitar alteragdes no fluxo
salivar durante o experimento devido ao estimulo gustatério. Em cada fase, 15 mL
de cada solugéo teste foi colocada na boca do voluntario por 10s e expectorada;
este procedimento foi repetido 20 vezes, com 2 minutos de intervalo entre cada
exposicdo. Os blocos foram removidos dos dispositivos, e a dureza superficial
novamente determinada, e a percentagem de perda de dureza foi calculada como
indicador de erosao inicial. Andlise de variancia demonstrou que ambos o pH e
acidez titulavel da solugédo produziram efeitos significativos na erosdo de esmalte e
dentina, com maior PDS% (médiatDP; n=12; esmalte e dentina, respectivamente)
observada para a solugdo com 25 mM de acido citrico com pH 2,5 (31.9+20.2 and
44.9+13.6%) e menor para a solugao sem tampao pH 3,5 (2.5+2.5 and 1.1+£6.8%)
(p<0.05). Os resultados sugerem que ambos pH e acidez titulavel tem um papel

significante no potencial erosivo de bebidas &cidas.

Palavras-chave: erosdo dental; acidez titulavel; desmineralizacao; esmalte dental;

dentina



ABSTRACT

There is still some debate on the relative importance of pH and titratable acidity on
the erosive potential of beverages. Thus, the aim of this study was to evaluate in situ
the effect of pH and titratable acidity on erosion of enamel and dentin. In a 4-phase
crossover, double-blind design, 12 adult volunteers wore a palatal appliance
containing bovine blocks, three of enamel and three of dentin, initially for 2 h to allow
the formation of acquired pellicle. Blocks were removed from the appliance to
determine surface hardness (SH) and reinserted for the erosive test. Four test
solutions, containing 20% sucrose, were used, two of them at pH 2.5 and two at 3.5.
Two of the solutions were not buffered (pH adjusted to 2.5 or 3.5 with HCI) and of the
other two were buffered with 25 mM citric acid before pH adjustment. Sucrose was
used to avoid major differences in salivary flow rate during the trial due to gustatory
stimulus. In each phase, 15 mL of one of tested solutions was kept in the volunteer’s
mouth for 10 s and expectorated; this procedure was repeated 20 times, with a 2 min
interval between each exposure. The blocks were removed from the appliances, SH
was again determined and the percentage of loss (%SHL) was calculated as an
indicator of initial erosion. Two-way ANOVA revealed that both pH and titratable
acidity had significant effects on enamel and dentin erosion, with the highest %SHL
(AvgxSD; n=12; enamel and dentin, respectively) observed for the 25 mM citric acid
solution at pH 2.5 (31.9+20.2 and 44.9+13.6%) and the lowest for the unbuffered pH
3.5 solution (2.5£2.5 and 1.1+6.8%) (p<0.05). The results suggest that both pH and
titratable acidity play a significant role on the erosive potential of acidic beverages.

Key words: dental erosion; titratable acidity; demineralization; dental enamel; dentin
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INTRODUCAO

O consumo frequente de bebidas acidas esta relacionado com a dissolucéo
quimica do esmalte, caracteristica da erosao dental (ten Cate e Imfeld, 1996; Lussi
et al.,, 2004). Em contato com a estrutura dental, bebidas com pH abaixo do
considerado critico para dissolu¢cao do esmalte (5,5) ou da dentina (6,5), promovem
um amolecimento superficial, que associado a abrasao pela escovagao dental, a
longo prazo pode acarretar o sinal clinico de erosédo dental. No entanto, ndo apenas
o pH das bebidas interfere com esse processo, mas também a capacidade de
manutencdo do baixo pH, devido a presenca de sistemas tamp&o em sua
composicao (Larsen e Nyvad, 1999; Lussi et al., 2004).

A relacao entre a capacidade tampao de bebidas acidas e seu potencial de
causar erosdao € bem conhecido na literatura (Larsen e Nyvad, 1999; Lussi et al.,
2004). Entretanto, a saliva também apresenta sistemas tampéao que tentam manter o
pH proximo da neutralidade (Edgar et al., 2004). O fluxo salivar também ajuda a
eliminar os acidos, pela prépria lavagem da cavidade bucal. De fato, a saliva é capaz
de repor os minerais perdidos num desafio erosivo (Fushida & Cury, 1999), auxiliada
pela presenca de fluoreto na cavidade bucal, desde que a estrutura mineral
amolecida n&do seja removida por abrasdo, que ocorre quando os dentes séo
escovados.

Em estudo preliminar comparando o efeito da saliva na neutralizacdo do pH
apds o consumo de bebidas acidas, foi demonstrado que apo6s a ingestdo de uma
bebida com maior capacidade tampéo, o pH salivar leva mais tempo para retornar a
valores iniciais em comparacdo com uma bebida com menor capacidade tampéo
(Tenuta et al., IADR 2009). No entanto, seria importante determinar se esse efeito de
um prolongamento do pH &cido na cavidade bucal se reflete em maior
desmineralizacdo do esmalte e da dentina. Além disso, ja foi descrito na literatura
que o pH de uma bebida acida € mais importante para determinar seu potencial
erosivo do que sua capacidade tampao, tendo em vista que a exposi¢ao instantanea
ao acido é a mais relevante para determinar a perda mineral inicial (Jensdottir et al,
2006).

Considerando a divergéncia existente na literatura a respeito da importancia
da capacidade tampéao das bebidas acidas no seu potencial erosivo, e a capacidade
que a saliva tem de neutralizar os acidos remanescentes na cavidade bucal, através
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do fluxo salivar e sua capacidade tampao, seria interessante avaliar o potencial
erosivo de solugdes acidas com o mesmo pH, mas diferentes capacidades tampao,

na desmineralizagcao do esmalte e da dentina in situ.
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REVISAO DE LITERATURA

O resultado da perda patoldgica, cronica e localizada de tecido mineral da
estrutura dentaria que é quimicamente removida da superficie dental é a erosao
dental (ten Cate et al, 1996). Este processo quimico pode ser induzido por
substancias 4cidas, extrinsecos e ou intrinsecos (Lussi, 2006), sem envolvimento
bacteriano. Acidos oriundos da dieta, como bebidas e comidas 4cidas, sdo portanto
considerados fatores etioldgicos da erosao dental.

Os acidos podem induzir a desmineralizacdo do substrato dental diminuindo o
grau de saturacao do meio em relacdo ao mineral da estrutura dentéria. Isto pode
ocorrer em decorréncia de um baixo pH inicial no meio, quanto pela relagdo entre a
concentragcdo de calcio e fosfato no meio (Barbour, 2003). O quanto de
desmineralizacdo sera ocasionada depende de quanto a solucdo acida esta
subsaturada em relacdo a hidroxapatita, a concentracao e o tipo de acido, e tempo
de exposicao (Barbour, 2003; Lussi, 2008). O proprio ato de consumo de uma
bebida acida também pode interferir no desafio erosivo, sendo que bochechar e reter
a bebida demoradamente podem ocasionar maiores perdas minerais (Bartlett, 2005).

Apo6s um desafio erosivo, o tecido dentério sofre um amolecimento superficial
inicial (Attin, 2001). H4 uma mudanca no grau de saturacéo dos ions calcio e fosfato
no fluido ao redor do substrato dentario, ocorrendo uma substuragdo destes ions,
promovida pelo &cido. Em seguida, conforme ocorre a dissolu¢ao do tecido dentario,
até que um minimo de dureza no tecido dentario € alcancado, independente do
tempo de exposigdo, no qual atinge um valor minimo de dureza do substrato
dentario antes de observar perda mineral (Barbour, 2003). Considerando este
fenbmeno, é questionavel se o pH inicial de uma solugédo seria mais relevante para
maiores perdas mineiras, versus tempo de exposicdo, como apontando por
Jensdottir et al (2006). Mas ha uma relacao entre a tempo do desafio erosivo, sendo
a perda de dureza func¢ao da frequéncia de consumo do acido (Fushida, 1999).

Principalmente com relacdo as bebidas acidas, destaca-se o acido citrico,
presente em muitos sucos de fruta e alimentos industrializados. Este acido além de
possuir baixo pH, exibe capacidade tampao e a propriedade quelante. No que se diz
respeito a capacidade tampé&o, uma solugédo contendo este 4cido é capaz de manter
o seu pH constante, sem mudancas bruscas. Portanto, em mantendo o pH abaixo do
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pH critico para desmineralizacdo do esmalte dental e dentina, 55 e 6,5
respectivamente, esta solugdo acida ira provocar maior perda mineral. Pela sua
propriedade quelante, o &cido citrico também €& capaz de formar um complexo com
calcio da estrutura dental e da saliva, sequestrando ions calcio, promovendo um
prolongado desafio erosivo (Barbour, 2007; Furtado, 2011; West, 2001).

A perda mineral induzida por acidos porém pode ser minimizada pela acéo da
saliva. A saliva é capaz de promover a remineralizagdo, atuando no tamponamento
do acido, além de fazer o clearance (lavagem) pelo fluxo salivar (Bashir, 1995). A
propria pelicula adquirida que se forma sobre a estrutura dental também €& capaz de
proteger a estrutura dental contra um desafio erosivo (Amaechi, 1999). Sabe-se que
0 acido citrico é quase totalmente eliminado da saliva em um periodo de 15 minutos,
sendo necessario 5 minutos para obter novamente a condicdo supersaturada da
saliva e obtencado do pH salivar fisiol6gico apos o intervalo de 15 minutos (Bashir,
1996). Apods eliminagao do acido, porém, € necessario um intervalo de pelo 0 menos
6 horas para obter remineralizacdo da superficie amolecida, processo o qual nao
restitui a superficie estrutural original do tecido dentario (Eisenburger, 2001).

Considerando a acao limitada da saliva em reverter a desmineralizagéo frente
a um desafio erosivo, torna-se relevante avaliar o efeito de sistemas tampao atuando
sobre o substrato dental, e observar o efeito do pH concomitante a acidez titulavel

de uma solugio.
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PROPOSICAO
O presente trabalho tem como objetivo determinar a perda de dureza (como
indicador de perda mineral) do esmalte e dentina apds o uso de solugéo &cida de
mesma composicao e pH, porém com diferentes capacidades tampao. Dessa forma,
foram utilizadas na avaliacao solugées com ou sem adicao de acido citrico 25 mM
(semelhante a concentracéo encontrada em suco de laranja ou inferior), com pH 2,5
e 3,5.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

O estudo foi realizado in situ, cruzado, duplo cego, em trés fases
experimentais, do qual participaram 12 voluntarios adultos. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP (Protocolo No. 005/2009) e a
participacdo dos voluntarios foi feita de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras do Conselho Nacional de Saude (Resolugdo n® 196/96), apos
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Dispositivos palatinos contendo trés blocos de esmalte e trés blocos de
dentina bovina (dispostos no centro dos dispositivos) com superficie polida e dureza
previamente conhecida foram confeccionados para cada voluntario, a partir de
modelos obtidos da arcada superior de cada voluntario. O desenho do aparelho

pode ser observado na Figura 1:

FIGURA 1: Modelo do dispositivo palatino utilizado, com blocos dentais
bovinos posicionados no centro do aparelho

Em cada fase experimental, os voluntarios mantiveram na cavidade bucal as
seguintes solucdes: a. solucao de sacarose 20% com pH 2,5; b. solugdo de acido
citrico 25 mM e sacarose 20% com pH 2,5; c. solucdo de sacarose 20% com pH 3,5;
d. solucao de acido citrico 25 mM e sacarose 20% com pH 3,5.

Em um estudo preliminar, diferentes concentracées de acido citrico (5, 12,5,
25, 50 e 100 mM) foram comparadas com sucos de laranja natural e industrializado
quanto a acidez titulavel. Inicialmente, cada solucdo possuia um pH diferente,

observado através de um peagdémetro previamente calibrado com tampao pH 4 e 7.
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Apoés adicao de base, as solugdes demonstraram um aumento no pH caracteristico,
devido as capacidades tampao, conforme ilustrado na Figura 2:

Capacidade tampao do acido citrico de
diferentes fontes

8,00

e=@== jcido citrico 0,005 M
7,00

e=@==jcido citrico 0,0125 M
6,00

=@ jcido citrico 0,025 M
5,00

:g_ 4,00 =@ jcido citrico 0,05 M
3,00 @=3cido citrico 0,1 M
2,00 suco de Citrus sinensis L.
Osbeck

1,00 suco de laranja Del Valle

Mais Néctar

- 5,00 10,00 15,00 20,00
mmol OH-

FIGURA 2: Capacidade tampao do acido citrico de diferentes fontes

Quanto mais concentrada a solugdo, mais base precisou ser adicionada para
atingir pH 7. A partir deste estudo, foi possivel observar que a concentragcao 25 mM
de acido citrico era adequada para o estudo, pois se assemelhava ao
comportamento dos sucos de laranja.

Os voluntarios utilizaram um dentifricio n&o fluoretado durante o experimento.
No dia do experimento, os voluntarios eram instruidos a ndo comer ou escovar 0s
dentes 2 h antes das exposi¢des as solucoes teste.

Inicialmente os voluntarios utilizam os dispositivos por 2 h, para formacéo da
pelicula adquirida e para eliminar o efeito do aumento do fluxo salivar, ap6s o qual
era determinada a dureza superficial inicial dos blocos dentais de esmalte e dentina
bovinos.

Os blocos foram reinseridos nos dispositivos, € os mesmos utilizados por
mais 15 minutos antes de serem submetidos ao desafio erosivo, para rehidratagdo
da pelicula adquirida. A exposicao foi realizada da seguinte forma: a cada 2 minutos,

um gole de 15 mL da solugdo foi mantida na boca por 10 segundos, sendo em
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seguida expectorado. Esse procedimento foi repetido vinte vezes, totalizando 300
mL de cada solugao.

Utilizando esse protocolo, os sinais iniciais da erosdo dental, sem evidéncia
de perda de estrutura mineral, foram avaliados por meio do amolecimento da
superficie dos blocos polidos de esmalte e dentina (Hara et al., 2003). Assim, ao
final do consumo, os blocos dentais foram removidos para avaliacdo da perda de
dureza. O calculo da percentagem de perda de dureza superficial (%PDS) foi feita
com a partir da diferenca entre a dureza final com a dureza inicial, utilizado como
indicador de erosao dental inicial.

Considerando que, desde que ndo seja feita abrasdo mecéanica pela
escovagao, a estrutura dental amolecida € remineralizada pela saliva (Fushida &
Cury, 1999) ajudada pelo fluoreto (Ganss et al., 2007), apds o ataque erosivo 0s
voluntarios fizeram bochecho por 1 minuto com solucao de NaF a 0,05% e ficaram
sem escovar os dentes por 2 horas (Attin et al., 2001; Jaeggi & Lussi, 2001).

Os experimentos foram realizados com intervalo de uma semana entre cada
fase, no periodo da tarde, no mesmo horario, para evitar influéncia de variabilidade
no fluxo salivar. A partir deste estudo foi possivel avaliar o efeito de diferentes
capacidades tampao de um mesmo acido (acido citrico) sobre a desmineralizacao
do esmalte e dentina.

Preparo dos blocos de esmalte e dentina

Blocos de esmalte e dentina bovina foram confeccionados a partir de incisivos
bovinos, obtidos apds abate do gado de frigorificos da regido de Piracicaba e
armazenados por pelo menos 30 dias em solucdo de formol a 2%, pH 7,0 para
desinfeccéo (Cury et al., 1997). Blocos de 4 x 4 mm foram seccionados do centro da
coroa (para esmalte) e da porcdo mais cervical da raiz (para dentina) utilizando uma
maquina de corte e 2 discos diamantados dupla face.

Os blocos tiveram sua espessura ajustada em 2 mm por desgaste da face
oposta a superficie utilizando uma politriz e lixas de granulagédo 400 e 600 grit. Em
seguida, a superficie foi desgastada e polida com feltro e solugdo diamantada até
obter uma regido plana e livre de riscos e fissuras no esmalte e dentina, para
permitir avaliagdo da dureza de superficie e quantificacdo dos sinais iniciais de
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perda mineral (amolecimento da superficie dental). A Figura 3 mostra o resultado
final do bloco dental preparado.

FIGURA 3: Desgaste do esmalte, com regiao central plana e polida

Estes blocos dentais tiveram sua dureza superficial determinada para pré-
seleciona-los para o experimento, considerando sua média de dureza superficial.

Determinacao da dureza de superficie do esmalte e dentina

A dureza de superficie dos blocos dentais foi determinada utilizando um
microdurémetro Future Tech, acoplado ao software F-MARS, sendo utilizado um
penetrador tipo Knoop e carga de 50 gramas para o esmalte e 5 gramas para
dentina, conforme ilustrado na Figura 4.
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FIGURA 4: Microdurometro Future Tech

Foram realizadas trés indentagcdes no centro de cada bloco dental, com
distdncia de 100 pym entre cada uma, para célculo da dureza inicial, como
exemplado nas Figuras 5 e 6.

FIGURA 5: indentacao em bloco de esmalte, observando-se uma Unica

indentacao (esquerda) e o conjunto de indentacoes (direita)

18



FIGURA 6: Indentacao em bloco de dentina, observando-se uma unica

indentacao (esquerda) e o conjunto de indentacdes (direita)

Para os blocos dentais de dentina, foi aguardado um intervalo de pelo menos
30 minutos para que os mesmos nao estarem Uumidos no momento de terem sua
dureza superficial aferida (Vale et al, 2011).

Blocos dentais com média de dureza maior ou menor do que 10% da média
geral dos blocos foram excluidos. Os blocos selecionados foram codificados por

nameros para que a avaliagdo posterior seja cega em relacdo ao examinador.

Etapa experimental

Dispositivos palatinos foram confeccionados para cada um dos doze
voluntarios que participaram da pesquisa, a partir de modelos de gesso da arcada
superior. Cada dispositivo continha seis sitios para fixagao de trés blocos de esmalte
e trés de dentina, sendo colocados alternadamente no dispositivo.

Em cada fase experimental, os voluntarios permaneceram com o dispositivo
na boca inicialmente por 2 horas para formagao da pelicula adquirida (Hara et al.,
2003) e eliminagao de efeito de aumento do fluxo salivar. Em seguida, colocaram na
boca 300 mL de uma das solugcbes a serem testadas, em 20 goles de 15 mL, com
intervalo de 2 minutos entre cada gole. Antes da expectoracdo, cada gole foi
mantido na boca por 10 segundos (Tenuta et al., 2009). Ao final da exposicdo a
bebida, o dispositivo foi removido e a dureza do esmalte e dentina novamente
determinada.
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Os voluntarios fizeram um bochecho com solugcédo de NaF 0,05% por 1 minuto
e foram orientados a permanecer por 2 horas sem escovar seus dentes, para
minimizar qualquer efeito mecanico da escovagao na remocéo de estrutura dentaria

amolecida pela erosao 4cida (Attin et al., 2001; Jaeggi & Lussi, 2001).

Avaliacao da perda de dureza do esmalte e dentina

A dureza do esmalte e dentina foi novamente determinada apds o
experimento, sendo realizadas trés indentagdes, a 100 um de distancia das iniciais e
com 100 uym de distancia entre cada uma. A média de dureza ao final do
experimento foi calculada, sendo determinada a porcentagem de perda de dureza

resultante do experimento [(dureza final — inicial)/dureza inicial x 100)].

Andlise estatistica

Para observar a perda mineral em esmalte dental e dentina, para cada
solucao teste,os dados foram submetidos a analise fatorial ANOVA, para observar o
efeito do pH e da acidez titulavel no processo de desmineralizagcdo. Os dados
também foram submetidos ao Teste “T” pareado, comparando esmalte e dentina,

com nivel de significancia de 5%.

20



RESULTADOS
A media de %PDS para os substratos dentais pode ser observado abaixo, na

Figura 7:

70

60

40

M Esmalte

%PDS

30 M Dentina

20

10

0_

pH2.5,0 mM pH2.5,25 mM pH3.5,0 mM pH 3.5,25 mM
Figura 7: Média de %PDS em blocos de esmalte e dentina bovinos apds desafio erosivo

Pode ser verificado que para solucao de acido citrico 25 mM pH 2,5 obteve-se
maiores %PDS, tanto para esmalte quanto para dentina (31.9+20.2 e 44.9+13.6,
respectivamente). Em pH 3,5 sem &acido citrico foram obtidas as menores %PDS

para ambos esmalte e dentina (2.5+2.5 e 1.1£6.8, respectivamente).

A analise estatistica fatorial indicou que, tanto para esmalte, quanto para
dentina, os fatores pH e acido citrico influenciaram significativamente na perda de
dureza, sem interagdo entre eles. Na presenca de &cido citrico houve maior perda
mineral do que a solucao sem acido citrico, e o pH 2,5 foi mais erosivo do que o 3,5,
para ambos os substratos dentais.

A analise pareada de esmalte e dentina para os desafios erosivos mostrou
gue na auséncia de acido citrico, ndo houve diferenca na perda mineral entre os dois
substratos. Ainda, obteve-se que na presenca de acido citrico a dentina foi mais

suscetivel a desmineralizagdo do que o esmalte dental.
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DISCUSSAO

Para simular o ato de beber uma bebida 4cida demoradamente, o modelo in
situ foi escolhido para analisar as solugbes teste. Os blocos dentais foram
submetidos a desafios erosivos enquanto os voluntarios utilizavam os aparelhos, e a
bebida entrava em contato com a superficie polida. Como os voluntarios foram
instruidos a ndo movimentarem a solucao teste na cavidade bucal, foi simulado um

ataque estatico.

Considerando que o pH critico para esmalte dental e dentina, os resultados
ilustram como em menor pH o desafio erosivo provoca maior perda mineral, como
evidenciado em Barbour et al (2007) e Jensdottir et al (2006). Também, a presenca
de acido citrico tornou a solucao teste mais erosiva para os substratos dentais, em
fornecendo um sistema tampéao e quelando aos ions, portanto prolongado o tempo
do desafio erosivo. De acordo com Lussi et al (2004; 2008) e Lussi (2006), a acidez
titulavel bem como a propriedade quelante do acido citrico ao célcio contribuem para
maiores perdas de mineral a medida que mantém o pH do meio acido por mais
tempo, além de formar complexos com calcio e remove-lo da superficie cristalina da

estrutura dental, fenémeno também descrito por Jarvinen et al (1991).

Como observado por Hara et al (2005), a composi¢cdo da matriz organica da
dentina talvez seja pertinente na quantidade de perda mineral, tornando assim a

dentina mais suscetivel a maiores perdas minerais comparada ao esmalte dental.
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CONCLUSAO

Os resultados do estudo sugerem que ambos pH e acidez titulavel de uma

solucdo acida sao importantes no seu potencial erosivo.
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