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Maria Eduarda Martins Bentes*, Cristiane de Melo Alencar

RESUMO

Este estudo teve como objetivo desenvolver e avaliar o potencial anti-erosivo de uma
solucéo e de um creme dental experimental enriquecidos com antioxidantes naturais
derivados do cacau (Theobroma cacao L.) sobre a dentina erodida in vitro. Os graos
de cacau passaram pelos processos de fermentacéo, secagem, torrefacdo e moagem,
seguidos de liofilizacdo para obtencdo do extrato aquoso de cacau. O extrato foi
analisado quanto ao teor de polifendis totais e potencial antioxidante utilizando o
ensaio de DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazil). Posteriormente, foi desenvolvido um
creme dental isento de ingredientes ativos, enriquecido com a solu¢do concentrada
de polifenéis de cacau. O potencial antioxidante do creme dental enriquecido foi
avaliado por meio do método DPPH. Oitenta amostras de dentina bovina foram pré-
erodidas em solucdo de acido citrico e randomizadas em quatro grupos (n=20): G1
(Controle negativo) — creme dental sem ingredientes ativos; G2 — solucéo concentrada
de polifendis de cacau; G3 — creme dental experimental enriquecido com solucao
concentrada de polifenois de cacau; G4 (Controle positivo) — creme dental comercial
anti-erosdo Elmex Protect (Colgate). Apds a aplicacdo dos materiais, 0os desafios
erosivos foram realizados por trés dias. A perda de superficie da dentina erodida (dSL-
eroded) foi determinada por perfilometria 6ptica. A quantidade de colageno degradado
(dColl) foi calculada pela diferenca entre a perda de superficie erodida (dSL-eroded)
e a perda de superficie total (dSL-total) apds imersdo em solucdo salina contendo
colagenase tipo VII. A liberacao total de célcio (CaR) foi avaliada por espectrometria
de absorcdo atdbmica. Adicionalmente, uma analise qualitativa da superficie foi
realizada por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os dados foram
analisados utilizando ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey (a = 0,05). Os
resultados mostraram que o0 extrato de cacau apresentou maior teor de polifendis
totais em comparagcdo ao creme dental enriquecido (p=0,037). A atividade
antioxidante diminuiu significativamente apdés a manipulacdo do creme dental
(p=0,025). O Grupo G2 apresentou 0os menores valores de perda de superficie
dentinéaria erodida, colageno degradado e perda total de superficie (p<0,05). O Grupo
G2 também apresentou a menor liberacéo de calcio (p<0,05). Nas imagens de MEV,
o Grupo G3 exibiu um padrdo de topografia com tubulos dentinarios parcial ou
totalmente ocluidos apds o tratamento. Este estudo demonstrou que o extrato de
cacau possui um maior conteudo de polifendis totais em comparacéo ao creme dental
enriquecido, e que a solucdo experimental proposta exerceu efeito anti-erosivo,
prevenindo o desgaste organico e inorganico da dentina e promovendo a obliteracéo
parcial dos tabulos dentinarios.

Palavras-chave: Polifenol antioxidante; Dentina; Erosao.



ABSTRACT

This study aimed to develop and evaluate the anti-erosive potential of a solution and
an experimental toothpaste enriched with natural antioxidants derived from cocoa
(Theobroma cacao L.) on eroded dentin in vitro. The cocoa beans went through a
process of fermentation, drying, roasting and grinding, followed by freeze-drying and
obtaining aqueous cocoa extract. The extract was analyzed for total polyphenols and
antioxidant potential using the DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl) assay. After, an
active ingredient-free toothpaste was developed and enriched with the concentrated
cocoa-based polyphenol solution. The antioxidant potential of toothpaste enriched by
DPPH. Eighty bovine dentin samples were pre-eroded in citric acid solution and
randomized into three groups (n=20): G1 (Negative control) — toothpaste without active
ingredients; G2 — concentrated cocoa-based polyphenol solution; G3: experimental
toothpaste enriched with a concentrated cocoa-based polyphenol solution; and G4
(Positive control) — EImex Protect anti-erosive commercial toothpaste (Colgate). After
applying the materials, the erosive challenges were performed for 3 days, the eroded
dentine surface loss (dSL-eroded) was determined by optical profilometer. The amount
of degraded collagen (dColl) was calculated as the difference between (dSL-eroded)
and (dSL-total - by immersing them individually in a saline solution containing type VII
collagenase). Total calcium release (CaR) were evaluated by atomic absorption
spectrometer. Additionally, qualitative surface analysis was performed using scanning
electron microscopy (SEM). Data were analyzed using one-way ANOVA followed by
Tukey's post hoc test (a = 0.05). The results showed that the cocoa extract presented
a higher value of total polyphenols when compared to the toothpaste enriched with
cocoa extract (p = 0.037). The antioxidant activity data showed a significant decrease
when the toothpaste was manipulated (p = 0.025). Group G2 exhibited the lowest
values for total dSL-eroded, dColl, and dSL-total when compared to other groups (p<
0.05). Group G2 exhibited the lowest values for calcium released to the citric acid (p<
0.05). In the SEM images, G3 showed dentine surface topography pattern with the
presence of partially or total occluded dentinal tubules after treatments. This study
demonstrated that the cocoa extract exhibited a higher total polyphenol content
compared to the toothpaste enriched with cocoa extract. The proposed experimental
solution showed an anti-erosive effect, preventing both organic and inorganic wear of
dentin and promoting partial obliteration of dentinal tubules.

Keywords: Antioxidant polyphenol; Dentin; Erosion.



1 INTRODUGAO

O desgaste dental erosivo, caracterizado pela perda progressiva dos
tecidos duros dentarios devido a processos quimicos que nao envolvem agao
bacteriana, tem se tornado cada vez mais prevalente em todo o mundo. Estudos
indicam que sua ocorréncia abrange diversas faixas etarias, com notavel prevaléncia
entre adolescentes e adultos jovens, principalmente devido a fatores alimentares e de
estilo de vida. Uma revisao sistematica relatou que a prevaléncia de erosao dentaria
em criangas e adolescentes varia de 30% a 50% em diferentes populagbes’. A
patogénese do desgaste dental erosivo envolve a desmineralizagdo das superficies
de esmalte e dentina quando expostas a acidos com pH abaixo do limiar critico para
dissolugdo da hidroxiapatita (aproximadamente pH 5,5). Este processo é agravado
por fatores intrinsecos, como o acido gastrico relacionado a doenga do refluxo
gastroesofagico, e fatores extrinsecos, incluindo o consumo frequente de alimentos e
bebidas acidas?3. Com o tempo, a exposigao repetida ao acido leva ao amolecimento
e subsequente perda da superficie do esmalte, progredindo para a exposi¢cao da
dentina e aumento da sensibilidade dentaria*.

As intervengdes terapéuticas para o manejo do desgaste erosivo dental
concentram-se em estratégias preventivas, terapias de remineralizagdo e, quando
necessario, procedimentos restauradores®. As medidas preventivas incluem o
aconselhamento dietético para reduzir a ingestao de substancias acidas e o uso de
agentes que estimulam o fluxo salivar, melhorando a capacidade de tamponamento
natural do ambiente bucal. As abordagens de remineralizagdo geralmente envolvem
a aplicacao de produtos contendo fluor, que favorecem a formagao de uma fase
mineral mais resistente a agao acida na superficie dentaria®. Além disso, o uso de
complexos de caseina fosfopeptideo-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) tem sido
explorado pelo seu potencial em promover a remineralizacdo e inibir a
desmineralizagcdo. Em casos de perda significativa da estrutura dentaria, tratamentos
restauradores com materiais adesivos podem ser indicados para restabelecer a
funcao e a estética’.

O tetraluoreto de titanio (TiF,) emergiu como um agente promissor na
prevencgao e no manejo da erosao dentaria devido ao seu mecanismo de agao unico®.
Quando aplicado aos tecidos dentarios, o TiF, interage com a superficie do esmalte,

levando a formagdao de uma camada protetora semelhante a um esmalte vitrificado.



Essa camada é composta principalmente de dioxido de titanio (TiO,) e compostos de
flior, que, em conjunto, aumentam a resisténcia do esmalte aos ataques acidos®°.
Entretanto, embora a maioria dos estudos indique um efeito positivo do TiF, na
prevencao da carie e da eroséo dentaria, ainda n&o € possivel chegar a conclusdes
definitivas devido a alta heterogeneidade metodoldgica dos estudos e a baixa
qualidade das evidéncias disponiveis™'.

Mais recentemente, agentes antioxidantes naturais vém sendo
investigados e tém demonstrado resultados promissores na preveng¢ao do desgaste
erosivo dental'*'s. Em estagios avancados, as lesdes de erosdo expdem o substrato
dentinario, tornando sua matriz organica altamente suscetivel a degradagao por
metaloproteinases (MMPs)'®. Essas enzimas, que apresentam forte atividade
degradadora de colageno, sao produzidas inicialmente na forma de zimdgenos
inativos e podem ser ativadas por ambientes acidos associados a erosao ou a
tratamentos adesivos'”*8. Para mitigar esse processo, foi desenvolvido o conceito de
biomodificagdo da dentina, visando melhorar a estabilidade da interface adesiva. Esse
método utiliza substancias capazes de inibir a atividade das MMPs, modificando
biologicamente o substrato dentinario e fortalecendo o colageno contra a degradacgao
enzimatica.

O Theobroma cacao contém compostos fendlicos em sua composicao
fitoquimica, os quais apresentam propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
antimicrobianas, anticancerigenas e outros efeitos bioldgicos que ressaltam seu valor
nutricional e terapéutico para a saude humana?®. Os compostos polifendlicos sao
abundantes nas sementes de cacau, destacando-se o acido clorogénico, acido
protocatecuico, epigalocatequina, galocatequina, epicatequina e procianidinas, além
de metilxantinas como a cafeina, teobromina e teofilina?'2. A forte atividade
antioxidante dos polifendis presentes no cacau despertou significativo interesse
cientifico e farmacolégico em Odontologia para o desenvolvimento de novos materiais
dentarios derivados de suas sementes. Dessa forma, este estudo teve como objetivo
avaliar o potencial anti-erosivo de uma solugado e de um creme dental experimental
enriquecidos com antioxidantes naturais derivados do cacau (Theobroma cacao L.)
sobre a dentina erodida in vitro. As hip6teses nulas foram: (Ho) a utilizagdo da solugao
contendo extrato antioxidante de Theobroma cacao L. nao tem efeito sobre o controle
da dentina erodida; (Hy,) a utilizacao do creme dental contendo extrato antioxidante

de Theobroma cacao L. ndo tem efeito sobre o controle da dentina erodida.



2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Cem incisivos bovinos foram seccionados transversalmente utilizando uma
maquina automética de corte de precisdo (Minitom, Struers, Sdo Paulo, Brasil), a 1
mm apical a juncdo cemento-esmalte, para separar a coroa da raiz. A velocidade de
corte foi ajustada manualmente para 350 rpm. Fragmentos de dentina radicular
cervical da superficie vestibular foram seccionados com dimensfes padronizadas de
4 mm de largura, 4 mm de comprimento e 2 mm de espessura. Um paquimetro foi
utilizado para confirmar essas medidas. Os espécimes foram polidos com lixas de
carbeto de silicio (#600 e #1200 graos, 3M, Sumaré, Sao Paulo, Brasil) em
movimentos circulares, sob refrigeracdo abundante com &agua, em uma politriz
metalogréfica (Arotec, Sdo Paulo, Brasil). Para remocdo dos detritos residuais
gerados durante o polimento, os espécimes foram imersos em banho ultrassénico
(Cristofoli, Campo Mourdo, PR, Brasil) por um ciclo conforme especificado pelo
fabricante (3 minutos em agua destilada). Em seguida, o perfil inicial das amostras foi
medido utilizando um perfilbmetro 6ptico 3D sem contato (Nanovea PS50 Optical,
NANOVEA Inc., Irvine, CA, EUA), e metade da superficie de cada amostra foi
protegida com esmalte de unha vermelho (Risqué®, Sao Paulo, Brasil), para servir
como controle. Vinte blocos de dentina foram excluidos por apresentarem perfil inicial
andmalo, e 80 amostras de dentina foram numeradas e randomizadas em quatro
grupos (n=20). Dessa forma, os valores médios de rugosidade linear inicial nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (analise de
variancia [ANOVA]; a = 0,05).

2.2 PRODUCAO DO EXTRATO ANTIOXIDANTE BASE

Os frutos de cacau de varzea foram colhidos em margo de 2023 na regido conhecida
como Rio ou Furo Tauaré, localizada no municipio de Mocajuba, Para (2° 35'2" S, 49°
30" 25" W). Os frutos de cacau foram coletados e abertos de acordo com as préticas
estabelecidas pelo produtor local. As améndoas de cacau de varzea passaram por um

processo de fermentacdo, secagem, torrefacdo e moagem das améndoas ou nibs?*,



seguido de transformac&o em polpa e armazenamento em freezer a -18 °C por 72
horas. Posteriormente, foi realizada a liofilizacdo com modificacdes baseadas no
estudo de loannone et al. (2015)%°. Essa etapa foi conduzida em liofilizador (Liobras,
modelo Liotop L101) por 72 horas a -54 °C, seguida de selagem a vacuo
(FUNKITCHEN) e congelamento a -19 °C. Apoés a finalizacdo desta etapa, o p6 de
améndoa liofilizado foi transferido para tubos Falcon de 50 mL. Ap6s a liofilizacéo, as
sementes foram moidas utilizando um moinho analitico (Ika®, modelo A11B) e
desengorduradas com n-hexano. O material resultante foi homogeneizado com
agitador tipo vortex em solucdo aquosa de etanol a 50% (v/v). Em seguida, foi
realizado um banho ultrassoénico (Solid Steel, modelo SSBu 3.8L) por 45 minutos, com
temperatura inicial de 25 °C e final de 40 °C. Ap6s a remocdo do sobrenadante do
banho ultrassoénico, realizou-se a centrifugacao a 4000 rpm por 15 minutos?®. Para a
remocao do solvente/sobrenadante, foi adicionada agua destilada a um frasco de
vidro, o qual foi colocado em banho-maria tipo Dubnoff para evaporacdo do teor
alcodlico das amostras de 85 mL obtidas. Esse processo teve duracédo de 45 minutos
por dois dias (48 horas) a uma temperatura de 59,9 °C. Ao final, foram obtidos 45 mL
de extrato aquoso, sendo 35 mL armazenados em frasco de vidro fosco e 10 mL

reservados para a analise de polifendis totais.

2.3 ANALISE DE POLINEFOIS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE — DPPH —
2,2- DIFENIL-1-PICRILHIDRAZIL

O conteudo total de fendis (TPC) foi determinado utilizando o método de Folin—
Ciocalteu, com auxilio de um espectrofotdmetro UV-Vis (SECOMAM, modelo UV Line
9400, Alés, Franca), em comprimento de onda de 750 nm?’. Os resultados foram
expressos em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de
amostra, com base em uma curva de calibragédo de acido galico (y =0,2213x — 0,1924,
R2 = 0,9933). O método do pH diferencial, adaptado de Mihai et al.22 com pequenas
modificacdes, foi utilizado. ma mistura contendo 100 pL do extrato de cacau e 900 pL
de solugbes tampéo (NaCl, pH 1,0, e C,H3;NaO,, pH 4,5) foi preparada. As leituras de
absorbéancia foram realizadas nos comprimentos de onda de 530 nm e 700 nm
utilizando um espectrofotometro UV-Vis (GENESYS™, Thermo Scientific, Waltham,
MA, EUA). Os resultados foram expressos em miligramas de cianidina-3-glicosideo

por 100 gramas de amostra.



2.4 OBTENCAO DO CREME DENTAL ENRIQUECIDO COM EXTRATO DE CACAU

Um creme dental base, sem ingrediente ativo, foi desenvolvido com a seguinte
composicdo: carboximetilcelulose (CMC), glicerina, metilparabeno, sorbitol, silica
abrasiva, didéxido de titanio, cocamidopropil betaina e agua qg.s. (manipulado na
farmacia da UNESP). O creme dental base destinado ao grupo experimental foi
diluido/enriquecido para formar uma pasta (slurry) na proporcéo de 1 parte de creme
dental para 3 partes de solugéao de cacau. Nos grupos controle negativo e positivo, 0s
cremes dentais foram diluidos para formar a pasta (slurry) na propor¢éo de 1 parte de
creme dental para 3 partes de agua deionizada (em peso) para o tratamento. O pH
das misturas foi medido em triplicata utilizando um medidor de pH previamente
calibrado com padrdes de pH 4,1 e 7,0 (Orion 3-Star pH Bench Top, Thermo Electron
Corporation, EUA). Além disso, o creme dental base enriquecido com extrato
antioxidante de cacau também foi submetido a analise de potencial antioxidante

utilizando o método DPPH, da mesma forma que o extrato inicial.

2.5 CRIAQAO DAS LESOES EROSIVAS INICIAIS, TRATAMENTO E DESAFIO
EROSIVO

Uma leséo erosiva inicial foi criada por meio da aplicacao de &cido citrico a 1% (pH
2,6), por 10 minutos?®. Esse protocolo foi realizado em placas acrilicas de 24 pocos,
sendo que cada amostra foi inserida em um poco especifico. Em seguida, cada
amostra foi lavada com agua destilada por 10 segundos utilizando uma pipeta
milimetrada e, depois, seca com papel absorvente. Metade da superficie erodida das
amostras foi coberta com fita de policloreto de vinila ndo plastificado (UPVC) para
deixar descoberta uma janela de exposicdo de 4 x 2 mm?3°. Os espécimes de dentina
foram divididos em 4 grupos (n=20): G1 (Controle negativo): creme dental sem
ingredientes ativos; G2: solu¢do concentrada de polifendis a base de cacau; G3:
creme dental experimental enriquecido com solucéo concentrada de polifendis a base
de cacau; G4 (Controle positivo): creme dental comercial anti-erosdo Elmex Protect
(EImex® erosion protection, Colgate, GABA International AG, Grabetsmattaweg,
Suicga). O protocolo de ciclagem erosiva foi realizado ao longo de um periodo de 3
dias, utilizando placas de 24 poc¢os. Cada dia teve inicio com a aplicacéo do respectivo

tratamento anti-erosivo de acordo com o grupo experimental. Apos o tratamento, 0s



espécimes foram submetidos a dois desafios acidos por dia, consistindo em imersao
em solucao de acido citrico a 1% (pH 2,6) por 10 minutos. Entre cada desafio acido,
as amostras foram imersas em saliva artificial (0,96 g/1000 mL — KCI; NaCl; MgCl,;
KHPO,; CaCl,; carboximetilcelulose; sorbitol 70%; metilparabeno; propilparabeno e
agua deionizada) por 2 horas, para simular condicdes de recuperacdo. Ao final de
cada dia, os espécimes foram armazenados em estufa a 37 °C. A solucao de acido
citrico foi trocada apds cada exposi¢ao, e a saliva artificial foi renovada ao final do dia.

Essa metodologia foi adaptada do estudo de Alencar et al. (2020)31.

2.6 PERDA DE SUPERFICIE DENTINARIA ERODIDA (DSL-ERODED)

A perda de superficie dentinaria erodida (dSL-eroded) foi determinada subtraindo-se
a altura média da area exposta (2 mm) da altura média de ambas as areas de
referéncia, utilizando um perfildmetro 3D sem contato (Nanovea PS50 Optical,
NANOVEA Inc., Irvine, CA, EUA). Os valores iniciais (superficie protegida com fita
adesiva) foram subtraidos da superficie tratada e erodida para detectar a altura do
degrau correspondente a perda de superficie. Em seguida, as amostras de dentina
foram novamente protegidas com fita adesiva colocada nas mesmas areas de
referéncia utilizadas anteriormente. A matriz organica desmineralizada de todas as
amostras foi removida por imerséo individual em solucao salina contendo colagenase
tipo VII, proveniente da bactéria gram-positiva Clostridium histolyticum (100 U/ml;
C0773, Sigma-Aldrich), por 96 horas a 37°C com agitacdo constante (70 rpm).
Posteriormente, as fitas adesivas foram removidas, e a mesma area da superficie
dentinaria foi novamente medida com o perfildmetro, como feito anteriormente. A
perda total de superficie dentinaria (dSL-total) foi entdo determinada. A quantidade de
colageno degradado (dColl) foi calculada como a diferenca entre dSL-eroded e dSL-
total®?.

2.7 LIBERACAO DE CALCIO NO ACIDO CITRICO

Para quantificar a perda mineral da dentina, foi medida a quantidade de calcio liberado
no acido citrico apos os ciclos erosivos. Para a liberagéo total de calcio, 1 ml de acido
citrico apoés cada ciclo erosivo foi misturado individualmente por amostra e analisado
com um espectrometro de absorcdo atdbmica (Aanalyst 400, Perkin-Elmer Analytical
Instruments). A quantidade de calcio medida foi normalizada pela area da superficie

dentinaria exposta33. A area foi medida usando um microscépio éptico conectado a



uma camera (Leica, M420 e Leica DFCA495, respectivamente), com ampliacdo de 20x
e um software de analise (IM500). A quantidade total de liberacao de calcio (CaR) por

amostra foi estimada considerando os trés ciclos erosivos.

2.8 PADRAO DE OBLITERACAO- MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
As imagens foram obtidas usando um microscépio eletrénico de varredura (JSM-IT300
InTouchScope™ Scanning Electron Microscope, JEOL, Akishima, Téquio, Japéo). As
amostras foram montadas em suportes de aluminio (12 mm de didametro) utilizando
fita adesiva de carbono dupla face e recobertas com ouro por pulverizacdo catédica
durante 1,5 hora, depositando um filme com espessura média de 10 a 15 nm. As
imagens foram geradas por deteccdo de elétrons secundarios, utilizando uma
voltagem de aceleracao de 3,0 kV, distancia de trabalho de aproximadamente 15 mm

e ampliacdo de 1500x. As micrografias resultantes foram analisadas qualitativamente.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados com o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e, devido a
distribuicdo normal dos grupos, foram utilizados testes paramétricos. Foi realizado um
teste ANOVA One-way para comparacao entre grupos para cada variavel de resposta:
analise de polifendis totais, potencial antioxidante - DPPH, perda total de superficie
dentinaria (dSL-total), quantidade de coldgeno degradado (dColl) e liberacéo de célcio
no acido citrico (CaR). Foi realizado o teste post hoc de Tukey. O nivel de significancia
foi estabelecido em 5%, e as andlises foram realizadas com o software SPSS,
versao 13.0 (SPSS).

3 RESULTADOS
3.1 ANALISE DE POLIFENOIS TOTAIS E POTENCIAL ANTIOXIDANTE — DPPH

Os resultados mostraram que o extrato de cacau apresentou um valor mais elevado
de polifendis totais quando comparado ao creme dental enriquecido com extrato de
cacau (p = 0,037). Os dados da atividade antioxidante mostraram uma reducao

significativa quando o creme dental foi manipulado (p = 0,025) (Tabela 1).



Tabela 1. Média (M) e desvio padrdo (+DP) dos valores de teor de compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante (DPPH) do extrato de cacau e do creme dental
enriquecido.

Compound Cocoa extract
ITotal phenolics DPPH
(mg GAE/100 g sample) (ICs0 pg.mL™1)
| Cocoa extract | 324.18 (x0.67)A | 32.12 (2.97)A
Toothpaste enriched with 47.59 (x0.88)8 135.41 (x2.01)8

cocoa extract

Nota: Letras mailsculas diferentes indicam diferengas estatisticamente significativas
(p < 0,05).

3.2 PERDA DE SUPERFICIE DE DENTINA ERODIDA (DSL-ERODED)

Os resultados estdo apresentados na Tabela 2. O grupo G2 apresentou 0s menores
valores de perda total de superficie dentinaria, colageno dentinario degradado e perda
total de superficie dentinaria (p < 0,05). Nao foram observadas diferencas estatisticas
entre os grupos G3 e G4 em nenhuma das condi¢cdes dentarias investigadas (p =

0,537).

Tabela 2. Média (M) e desvio padrao (+DP) da perda de superficie de dentina erodida
(dSLeroded), colageno dentinario degradado (dColl) e perda total de superficie
dentindria (dSLtotal) por perfilometria 3D.

Group (dSL-eroded) (dCaoll) (dSL-total)

G1 -3.72 (+0.98)Aa -2,07 (+0.31)72 -5.79 (+1.59)Aa
G2 -0.33 (+0.10)B2 -0.14 (+0.03)B2 -0.47 (+0.08)B2
G3 - 1.94 (+0.57)c2 -0.72 (+0.21)c2 - 2.66 (+0.54)C2
G4 - 1.59 (+0.76)C? -0.94 (+0.13)c2 - 2.53 (+0.48)C2

Nota: Letras mailsculas representam diferencas intergrupais estatisticamente
significativas (p < 0,05); letras minusculas representam diferengas intragrupais
significativas (p < 0,05).



3.3 LIBERACAO DE CALCIO EM ACIDO CITRICO

Os resultados estao apresentados na Tabela 3. O grupo G2 apresentou 0s menores
valores de calcio liberado em &cido citrico (p < 0,05). Ndo foram observadas
diferencas estatisticas entre os grupos G3 e G4 em nenhuma das condi¢des dentarias

investigadas (p = 0,871).

Tabela 3. Média (M) e desvio padrao (xDP) dos valores de calcio total liberado em
acido citrico apos desafio abrasivo (CaR).

Group (CaR)

G1 -72.41 (+13.05)"2
G2 -15.04 (+08.02)B2
G3 - 43.23 (£18.77)Ba
G4 - 38.99 (+16.98)C2

Nota: Letras mailsculas representam diferencas intergrupais estatisticamente
significativas (p < 0,05); letras minusculas representam diferencas intragrupais
significativas (p < 0,05).

34 PADRAO DE OBLITERAQAO — MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA

Nas imagens obtidas por MEV, o controle negativo apresentou a maior perda de
estrutura dental, com maior nimero de tubulos dentinarios expostos em comparacao
aos demais grupos. No entanto, o grupo G3 demonstrou protecéo mais eficaz contra
a erosdo. Neste grupo, a topografia da superficie dentinaria apresentou tubulos

dentinarios parcial ou totalmente obliterados ap6s os tratamentos. Depdsitos de



material foram observados sobre os tubulos dentinarios em todos os grupos tratados,

exceto nos tubulos do grupo G3 (Figura 1).

Figura 1. Fotomicrografias obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
com aumento de 2000x.

4. DISCUSSAO

O cacau (Theobroma cacao) é amplamente reconhecido por sua rica composi¢ao
quimica, especialmente no que diz respeito aos compostos fendélicos e a atividade
antioxidante. Os principais compostos fendlicos presentes no cacau incluem
flavonoides, como catequinas e epicatequinas, além de procianidinas. Esses
compostos sdo responsaveis por diversas propriedades benéficas a saude, incluindo
uma potente atividade antioxidante, que auxilia na neutralizacéo de radicais livres e
na prevencdo de danos celulares®. Por outro lado, a teobromina, principal
metilxantina presente no Theobroma cacao, jA demonstrou resultados promissores no
aumento da dureza superficial e na melhoria da topografia do esmalte dentario
humano®®. Embora néo existam estudos especificos sobre os efeitos do extrato de
cacau na dentina erodida, uma revisdo sisteméatica com metanalise recente,
conduzida por da Silva et al. (2024)%, mostrou que a aplicacéo de Theobroma cacao
pode aumentar a microdureza do esmalte dentario submetido a processos de



desmineralizacdo, sendo eficaz na remineralizacdo desse tecido, com resultados
comparaveis ao uso de fluoreto.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o extrato de cacau
apresentou um maior teor de polifendis totais em comparagdo ao creme dental
enriquecido com esse extrato. Por outro lado, os dados de atividade antioxidante
obtidos pelo método de captura do DPPH mostraram uma reducéo significativa apos
a manipulacdo do creme dental, indicando perda da capacidade antioxidante em
decorréncia do manuseio. A elevada concentracao de polifendis na solugédo de cacau
investigada esta de acordo com pesquisas que relatam valores superiores a 300 mg
GAE/100 g para derivados de cacau minimamente processados. No entanto, o teor
desses compostos pode variar significativamente dependendo de fatores como a
variedade do cacau, condi¢cdes de cultivo, processos de fermentacdo, secagem e
outros métodos de processamento®’. Adicionalmente, a solugdo de cacau, com ICs,
de 32,12 ug/mL, indica uma atividade antioxidante potente, comparavel a de outros
compostos naturais ricos em polifendis. Estudos mostram que extratos de cacau
apresentam valores de I1Cs, que variam conforme o processamento e a origem da
amostra3-39,

O creme dental enriquecido, por sua vez, apresentou valor de 135,41 ug/mL,
indicando menor capacidade antioxidante em relacdo a solug¢do de cacau. Isso pode
ser atribuido a diversos fatores: (1) Diluicdo dos compostos antioxidantes na matriz
do creme dental, que contém agentes abrasivos, detergentes e espessantes, 0s quais
podem reduzir a concentracdo efetiva de polifendis disponiveis para neutralizar os
radicais livres??; (2) Degradacdo dos polifendis durante o processamento e
armazenamento, por meio de oxidacdo ou interacfes com agentes estruturantes, o
que pode dificultar a liberacdo e biodisponibilidade dos antioxidantes, tornando-os
menos reativos no ensaio com DPPH4L,

Com relacédo aos resultados de perda da superficie dentinaria erodida, o grupo
tratado com a solugcéo de cacau apresentou os menores valores de perda total de
superficie dentinaria, colageno dentinario degradado e perda total de superficie. Ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos tratados com creme dental
experimental ou comercial em nenhuma das condi¢des dentarias investigadas. Dessa
forma, a hipétese HO1 foi rejeitada e a HO2 foi aceita. O processo de erosao dentaria
ocorre quando a exposi¢do prolongada a &cidos de origem alimentar, géstrica ou

bacteriana desequilibra o pH da superficie dentaria e da saliva, reduzindo a



capacidade tamponante da saliva. Isso leva a perda de ions célcio (Ca?*) e fosfato
(PO,?®") dos cristais de hidroxiapatita, tornando a dentina mais vulneravel e suscetivel
a erosdo em comparacdo ao esmalte'®. Além disso, a acdo dos acidos permite a
liberacdo de enzimas como metaloproteinases da matriz (MMPSs) e catepsina K, que
degradam a matriz organica colagenosa, provocando o amolecimento da superficie
dentéria, intensificando a dissolu¢cdo mineral, aumentando a rugosidade superficial e
ocasionando perda de volume da dentina. Como consequéncia, podem surgir lesbes
superficiais no tecido dentario®.

Assim, o controle da atividade das MMPs e da acdo dos acidos sobre a estrutura
dentaria € essencial para evitar a progressao da degradacdo da matriz organica
colagenosa e a perda adicional de minerais. Com esse objetivo, o presente estudo
utilizou uma solugdo antioxidante extraida do cacau, que demonstrou eficacia
significativa na prevencdo do desgaste erosivo. O efeito promissor dessa solucdo
pode ser atribuido a agédo benéfica dos antioxidantes naturais na prevengao e controle
da erosao dentinaria, devido a sua capacidade de neutralizar espécies reativas de
oxigénio (ROS) e inibir enzimas que degradam a matriz organica*’. Um estudo
conduzido por Zanatta et al. (2017)* investigou especificamente o efeito de
antioxidantes como polifenéis e flavonoides na inibicdo de MMPs, enzimas
responsaveis pela degradacdo da matriz colagenosa da dentina. Ao bloquear a acédo
dessas enzimas, 0s antioxidantes naturais ndo apenas reduzem o amolecimento da
superficie dentinaria, como também evitam o aumento da rugosidade e a perda de
volume tecidual, fatores que agravam a progressao das lesdes erosivas.

Além disso, um estudo de Buzalaf & Pessan (2017)* destaca que muitos
antioxidantes naturais, como 0s encontrados em extratos de cha verde e frutas
citricas, possuem propriedades anti-inflamatérias e remineralizantes, que podem
complementar seus efeitos antierosivos. Esses compostos atuam sinergicamente na
protecdo da dentina, reduzindo a dissolugcdo mineral e fortalecendo a estrutura
dentaria®*. Outra explicacdo possivel para o efeito antierosivo observado no grupo
tratado com a solucdo antioxidante de cacau seria a presenca da teobromina, um
composto quimico encontrado em plantas, particularmente nos graos de cacau. A
teobromina atua principalmente por dois mecanismos interligados: promocdo da
remineralizacdo e inibicdo da desmineralizacdo dos tecidos dentarios. Estudos
mostram que a teobromina facilita a incorporagéo de ions calcio e fosfato na estrutura

dental, fortalecendo a hidroxiapatita — principal componente mineral do esmalte e da



dentina®®. Esse processo de remineralizacédo é essencial para reparar microlesdes e
aumentar a resisténcia do dente aos atagues acidos, o quepoderia justificar os
resultados promissores no controle da perda de ions calcio observados no grupo
tratado com a solugéo de cacau.

Paralelamente, a teobromina demonstrou capacidade de formar uma camada
protetora sobre a superficie dentaria, reduzindo a solubilidade do esmalte e da dentina
em ambientes A&cidos*®. Isso poderia justificar os resultados das imagens de
microscopia eletronica de varredura deste estudo, que evidenciaram a obliteracao
parcial ou total dos tabulos dentinarios nos grupos tratados com extrato de cacau em
solucdo ou creme dental. Embora a quantificacdo da teobromina ndo tenha sido
realizada nesta pesquisa, sua participacdo nos resultados observados pode ser
inferida devido a sua alta concentragcdo nos graos de cacau*?, produto utilizado neste
estudo. A quantificacdo da teobromina é fortemente recomendada em investigacfes
futuras, representando, portanto, uma limitacdo do presente estudo. A saliva é a
principal aliada nos processos de desmineralizagao e remineralizagdo. No entanto, a
concentracdo disponivel de ions fosfato e hidroxila livres € reduzida devido a
alteracbes fisiolégicas no pH, aumentando a solubilidade da apatita e,
consequentemente, dificultando a formacdo de uma nova camada de hidroxiapatita.
Isso reforca a necessidade do uso de dentifricios remineralizantes para mitigar os
efeitos do ataque acido*’. No presente estudo, utilizou-se saliva artificial, o que pode
limitar os efeitos biomodificadores da pelicula salivar no processo antierosivo. Os
autores consideram essa uma limitacdo ao extrapolar os resultados in vitro desta

pesquisa para condi¢des clinicas reais.

5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o extrato de cacau apresentou
um maior teor total de polifen6is em comparag¢do com o creme dental enriquecido com
extrato de cacau. A solucdo experimental proposta mostrou um efeito antierosivo,
prevenindo tanto o desgaste organico quanto o inorganico da dentina e promovendo

a obliterac&o parcial dos tubulos dentinérios.
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