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RESUMO

O estudo avaliou a influéncia do tucupi na rugosidade superficial, microdureza,
ultramorfologia e variagdo de massa do esmalte dental. Foram utilizados 90 dentes
incisivos bovinos higidos da espécie Bos taurus indicus. Apds confeccionados os
corpos de prova (CPs), estes foram divididos nos seguintes grupos: G1 - tucupi, G2
- refrigerante a base de cola, G3 - 4gua destilada, todos avaliados nos tempos TO
(antes de qualquer interven¢do), T10 (10 dias apds os tratamentos propostos), T20
(20 dias ap6s os tratamentos propostos) e T30 (apds 30 dias dos tratamentos
propostos). Para avaliacdo das propriedades do esmalte tratado, foram realizadas
analises de microdureza, rugosidade superficial, microscopia eletronica de
varredura (MEV) e variagdo de massa, nos 4 tempos supracitados. Apods a
confirma¢do da normalidade dos dados (Teste de Shapiro-Wilk) das andlises de
microdureza, rugosidade e variacdo de massa, foi realizada uma Analise de
Variancia a 2 fatores para medidas repetidas (0=5%), seguido de pos teste de Sidak,
com resultados descritos em média e desvio-padrdo. As médias de rugosidade
aumentaram para todos os grupos testados, sem diferenga estatistica somente no G3
para todos os tempos avaliados. Em relagdo a microdureza, todos os grupos tiveram
perda com a menor média observada no G1 em T30. Na avalia¢do da variagdo de
massa do esmalte, a menor média foi em G2 no tempo T30, s6 ndo havendo
diferenca estatistica entre T10 e T20 para ao grupo em questdo. Em relagdo a MEV,
todos os grupos tratados em meios 4cidos (G1 e G2) demonstraram desorganizacao
da camada superficial de esmalte. Foi possivel concluir que o tucupi possui baixo
pH e alta acidez total titulavel, sendo capaz de diminuir de forma gradativa a
microdureza do esmalte, aumentando a rugosidade superficial e causando perda de

esmalte dental.

Palavras chave: manihot esculenta; erosido;, esmalte dental; dureza; acidez;

propriedades de superficie.



ABSTRACT

The study evaluated the influence of tucupi on surface roughness, microhardness,
ultra morphology and variation of dental enamel. Ninety healthy bovine incisor
teeth of the species Bos taurus indicus were used. After the specimens were made,
they were divided into the following groups: G1- tucupi, G2- cola-based refrigerant,
G3-distilled water, all evaluated at times TO (before any intervention), T10 (10 days
after the proposed treatments), T20 (20 days after the proposed treatments) and T30
(after 30 days of the proposed treatments). In order to evaluate the properties of the
treated enamel, microhardness, surface roughness, scanning electron microscopy
(SEM) and mass variation analyzes were performed at the 4 times mentioned above.
After confirming the normality of the data (Shapiro-Wilk test) of microhardness,
roughness and mass variation analyzes, a 2-factor analysis of variance for repeated
measures (o = 5%) was performed, followed by Sidak post-test. , with results
described as mean and standard deviation. The roughness means increased for all
groups tested, with no statistical difference only in G3 for all evaluated times.
Regarding microhardness, all groups had loss with the lowest average observed in
GI in T30. In the evaluation of enamel mass variation, the lowest average was in
G2 at time T3, with no statistical difference between T10 and T20 for the group in
question. Regarding MEV, all groups treated with acid media G1 and G2 showed
disorganization of the enamel surface layer. It was concluded that tucupi has low
pH and high titratable total acidity, being able to gradually decrease enamel

microhardness, increasing surface roughness and causing loss of dental enamel.

Keywords: manihot esculenta, erosion; dental enamel; hardness, acidity; surface

properties.
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1. INTRODUCAO

O termo biocorrosdo (erosdo), segundo Grippo e colaboradores (2012),
caracteriza a desmineralizagdo dos tecidos duros dentais por um fendmeno de
dissolu¢do, que ocorre por meio de produtos quimicos exdgenos e/ou endogenos de
natureza acida, sem incluir acidos da natureza bacteriana. Além disso, outros fatores
bioldgicos e/ou comportamentais sdo determinantes multifatoriais para o
desenvolvimento do desgaste dental biocorrosivo (LUSSI, 2006). Quando a
dissolucdo do esmalte camada a camada ocorre até a exposi¢ao da dentina subjacente,
a perda ndo ¢ mais reversivel (LUSSI et al., 2011), visto que a erosdo inicial comega
com um amolecimento de superficie em estdgio inicial, mas a exposi¢do prolongada
aos acidos pode dissolver a camada externa do esmalte e promover a perda
permanente da estrutura (ADDY e SHELLIS, 2006, CHENG et al., 2009, YOUNG e

TENUTA, 2011).

E considerdvel o crescimento da prevaléncia de biocorrosdo dentaria
(KREULEN et al., 2010), e esta parece estar fortemente relacionada com o grande
consumo mundial de alimentos e bebidas 4cidas, especialmente bebidas carbonatadas
e ndo-carbonatadas (GONCALVES et al., 2012). E necessario, no entanto, identificar
se possiveis constituintes alimentares regionalmente consumidos em grande escala
podem explicar a ocorréncia do desgaste dentirio biocorrosivo (erosivo) em
determinados grupos de pacientes, visto ndo se encontrarem dados suficientes na
literatura sobre a biocorrosdo dental nessas populacdes.

No norte e nordeste do Brasil se destaca o expressivo consumo da mandioca
(Manihot esculenta Crantz) (IBGE, 2009). Estima-se que a quantidade de mandioca

produzida no Brasil em 2009 foi de 24,4 milhdes de toneladas, sendo o Para o
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principal estado produtor (IBGE, 2009). A mandioca ocupa lugar de destaque na dieta
da populagdo, sendo consumida, principalmente, na forma de farinha, mas também
sendo utilizada como matéria-prima para a elaboragdo de diversos pratos tipicos
(CHISTE, COHEN e OLIVEIRA, 2007).

Durante o processo de fabricacdo da farinha, as raizes de mandioca sdo
trituradas e prensadas para a remoc¢do do seu liquido. A massa prensada segue para a
torragdo e o residuo liquido, denominado de manipueira, ¢ descartado ou
transformado no tucupi. Apos a etapa de decantacdo e remog¢do do amido, ¢ realizada
uma fervura adicionando-se condimentos, obtendo-se assim o tucupi, o qual ¢
acondicionado em garrafas plasticas do tipo PET (CHISTE e COHEN, 2011).

Informacdes na literatura cientifica com relacdo ao tucupi ainda sdo escassas,
embora o consumo desta iguaria possa trazer consequéncias as estruturas dentarias, ja
que se trata de um alimento com pH abaixo do critico (5.5) para ocorréncia da
desmineralizacdo do esmalte dental. Apenas o estudo de Martins e colaboradores
(2016) verificou a influéncia do tucupi sobre a microdureza esmalte dental,
observando que este, assim como um refrigerante a base de cola, reduziu
significativamente a microdureza do esmalte.

Sendo assim, o objetivo desde estudo ¢ caracterizar a acidez de uma marca
comercial de tucupi e avaliar sua influéncia na rugosidade superficial, microdureza,

ultramorfologia e variacdo de massa do esmalte dental.

14



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Biocorrosao (erosao) dental

O esmalte ¢ o tecido mais mineralizado do corpo humano, constituido por
96%-98% de contetido mineral e de 2%-4% de matéria organica e dgua (TEN CATE,
1994). O seu contetido mineral ¢ composto por cristais de hidroxiapatita inorganica
(HA), de formula quimica: Cal0(PO4)6(OH)2, incorporados numa matriz proteica
organica. Este mineral estd presente no esmalte na sua forma ndo pura (Cal0O-
xNax(PO4)6— y(CO3)z(OH)2—uFu), também designada por HA carbonatada, o qual ¢
deficiente em calcio. Assim, a ocorréncia de substitui¢des idnicas na matriz de HA ¢
um processo regular: alguns ions de célcio (Ca2+) podem ser substituidos por outros
ions, como o de sddio (Na+), magnésio (Mg2+), potassio (K+), estroncio (Sr2+),
entre outros, sendo estes denominados elementos traco da composi¢do elementar do
esmalte. O grupo hidroxila (OH- ) pode ser substituido por fltior (fluorapatita, FAP) e
o grupo fosfato (PO4 3—) pelo grupo carbonato (CO3 2—). Todas as substitui¢des que
ocorrem na rede cristalografica mineral do esmalte, especialmente a substituicdo do
grupo PO4 3— pelo grupo CO3 2—, alteram a sua estrutura tornando-o mais soluvel
que a HA pura, quando exposto a substancias dcidas. Por sua vez, a HA pura ¢ muito
mais soluvel que a FAP, de formula quimica: Cal0(PO4)6(F)2 (FEATHERSTONE E
LUSSI, 2006).

Quanto ao seu contetido orgénico, o esmalte ¢ composto por diversas proteinas
e lipidios. As proteinas estdo presentes principalmente como uma cobertura muito
fina dos cristais de HA e compreendem aproximadamente metade do material
orgénico, sendo a outra metade lipidica. Embora reduzido, o teor em 4gua presente no
esmalte ¢ suficiente para promover a difusdo de 4cidos e outros componentes para o
interior do dente, assim como a libertagdo dos ions célcio (Ca2+) e fosfato (PO4 3—)
para fora da rede cristalina, durante o processo de erosdo dentaria (FEATHERSTONE
E LUSSI, 2006)..

Nao apresentando células no seu arranjo estrutural, ao contrario do restante
dos tecidos conjuntivos mineralizados do organismo, o esmalte ndo apresenta
capacidade de regeneragdo. As Unicas alteracdes que se podem observar na estrutura
cristalina ocorrem a nivel superficial pelo fato da superficie do esmalte se encontrar

em contato com a saliva, um fluido supersaturado em fosfato de calcio
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(AMERONGEN E VEERMAN, 2002). Desta forma, as modificacdes que ocorrem a
nivel da superficie do esmalte tornar-se-do irreversiveis caso a capacidade
remineralizante da saliva ndo supere o dano provocado ao esmalte dentario
(GODINHO, 2013).

A literatura atual relacionada a Odontologia declara que “erosdo” ¢ a perda de
esmalte e dentina causada pela acdo de acidos ndo relacionados a ac¢do bacteriana. No
entanto, esta defini¢cdo de “erosdo” nao reconhece a protedlise e os efeitos piezoelétri-
cos que também estdo envolvidos na bioquimica e na degradagdo eletroquimica da
estrutura dentdria. Erosdo, na verdade ¢ um fenomeno fisico, a qual causa desgaste
por fric¢do a partir do movimento de liquidos (GRIPPO et al., 2012; SOARES E
GRIPPO, 2017).

Em Odontologia, corrosdo seria definida como a perda de estrutura dentéria
por meio de 4cidos quimicos exdgenos e bioquimicos endogenos, por enzimas
proteoliticas bioquimicas, e pelos efeitos piezoelétricos que atuam sobre a matriz
organica da dentina, composta principalmente de colageno (SOARES et al., 2018).

A partir desse momento, o termo que sera utilizado nesse trabalho ¢ o de
biocorrosao.

2.2 — Biocorrosao dental vs. consumo de bebidas acidas

A prevaléncia da biocorrosdo dental aumentou nos ltimos anos, e parece estar
associada a mudangas no estilo de vida e do padrdo de dieta, relacionada diretamente
ao aumento do consumo de bebidas e sucos de frutas de natureza acida (FRANKLIN
et al,, 2014). Existem publica¢des in vitro e in situ evidenciando que vinho e
refrigerantes possuem potencial para causar biocorrosdo dentaria (JARVINEN et al.,
1991), e o risco € maior quando essas bebidas sdo consumidas com frequéncia de duas
ou mais vezes por semana ou diariamente (Johansson et al., 2002).

O refrigerante ¢ uma bebida muito popular mundialmente (WANG et al,,
2014), e a literatura ¢ vasta em afirmar o poder erosivo desta. O potencial corrosivo
dos refrigerantes pode ser previsto baseando-se no tipo do acido presente, valor do
pH, acidez total tituldvel e concentracdo de ions (WANG et al, 2014). Um
refrigerante a base de cola foi utilizado neste estudo como controle positivo, pois €
bem descrito na literatura o principal 4cido presente (4cido fosforico) em sua
composi¢do, apresentando-se como uma bebida de baixo pH (£ 2,5) e acidez total

titulavel em torno 0,25% (TENUTA et al., 2015). Nesse sentido, a literatura afirma,
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que a atuacdo do 4cido fosforico na superficie do esmalte causa uma zona
desmineralizada que pode ser perdida permanentemente (CARSTENSEN et al., 1992)
demostrando danos severos em longo prazo ao esmalte dental.

2.3 - Tucupi

O alto consumo, ou incomum, de alimentos picantes, molhos picantes, iogurte,
vinho e frutas citricas também foram relatados como possiveis de danificar as
superficies dos dentes (CHAUDHRY et al., 1997 E SOARES et al., 2018). Quando
observamos a alimentacdo das populagdes amazonicas identificamos o tucupi
(produto final do liquido gerado durante a produgdo da farinha de mandioca) como
produto de alto risco a integridade dos tecidos duros dentais, pois ele apresenta baixo
pH e alta acidez titulavel (CHISTE et al., 2007; CAMPOS et al., 2017; BRITO et al.,
2019).

A atuacdo dessa iguaria sobre os tecidos duros dentais ainda ndo ¢ bem
elucidada na literatura cientifica, havendo até o momento um estudo (MARTINS et
al., 2016) nesse sentido, o qual avaliou os efeitos do seu consumo sobre a dureza do
esmalte dental, concluindo que o tucupi foi tdo biocorrosivo quanto um refrigerante a
base cola.

O tucupi deriva da mandioca (Manihot esculenta Crantz), e esta por sua vez ¢
a quinta colheita mais importante no mundo, com uma producdo de cerca de 285
milhdes de toneladas de raizes por ano (FAOSTAT, 2017). De acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), a produgdo de mandioca brasileira
em 2017 foi de 21 milhdes de toneladas, principalmente da regido norte, onde ¢
amplamente utilizado na dieta, principalmente como farinha de mandioca. Ainda, a
mandioca é a terceira mais importante fonte de calorias na Africa, Asia e América
Latina (ap6s arroz e milho), e caracteriza-se como uma cultura de seguranga alimentar
nessas regides, onde a maioria dos cultivos é frequentemente realizada por pequenos
agricultores em terras marginais (CASSAVA, 2008). A mandioca também ¢ usada na
producdo de varios pratos tipicos no Brasil e no mundo (BRITO et al., 2019).

Tucupi ¢ um subproduto obtido a partir do processamento da farinha de
mandioca. A primeira etapa do processo para a obten¢do do tucupi se inicia ao
descascar as mandiocas previamente colhidas. Na segunda etapa do processo, as
mandiocas ja descascadas sdo transferidas um recipiente retangular onde serdo
moidas, e obtém-se entdo a massa da mandioca. A etapa seguinte ¢ constituida da

transferéncia desta massa para uma prensa (um aparato em formato de cubo, revestido
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com uma tela fina de nailon). Nesse momento a massa ¢ prensada por
aproximadamente 12 horas e o liquido obtido através desse processo ¢ denominado
manipueira, um residuo liquido que € rico em aglcares, amidos, proteinas, linamarina,
sais e outras substancias (DUARTE et al, 2013). Uma das substancias que estdo
presentes em indices elevados na manipueira ¢ o HCN (4cido cianidrico) que ¢
extremamente nocivo a saude humana, e portanto, deve passar por outros processos
fundamentais para a diminui¢@o gradativa dessa toxicidade.

A fermentagdo da manipueira ¢ essencial para reduzir os niveis de 4cido
cianidrico, de forma que ela possa resultar em um produto apropriado para o
consumo. O fator determinante nesse processo de reducao dos niveis de acido € que a
fermentacdo diminui gradativamente o processo de hidrélise do cianeto livre,
diminuindo assim sua toxicidade de forma natural. O processo de fermentagdo ocorre
em aproximadamente 72 horas em temperatura ambiente. Durante esse repouso,
ocorre a decantagdo do amido que também estava presente no liquido, popularmente
conhecido e comercializado como goma.

Nesse momento, um composto chamado linamarina, que ¢ responsavel pela
liberacdo do HCN, ¢ hidrolisada pela enzima linamarase, € aos poucos tem sua
atividade reduzida devido ao meio fortemente &cido promovido pela fermentacgdo.
Vale ressaltar que o glicosideo em si ndo ¢ toxico, e sim o acido cianidrico que ¢
gerado a partir dessa hidrolise enzimatica. Tendo em vista que esses compostos
glicosideos fazem parte do sistema de defesa das plantas que os contém, funcionando
como metabodlitos secundérios destas, e tém como caracteristica especifica certa
facilidade de sofrer rea¢des de hidrélise. Essa reacdo de hidrolise nos glicosideos
cianogénicos produz glicose e alfahidroxinitrilas, que por sua vez, ao ser catalisada
por uma hidroxinitrilaliase, transforma-se em 4cido cianidrico e nas cetonas
correspondentes”. (AMORIM, 2005). Essas reagdes serdo as responsaveis pela
liberacdo de aglcares e cianidrina, que poderdo ou ndo ter suas atividades toxicas
inibidas, dependendo da ocorréncia ou ndo do processo de fermentacdo. Concluida
essa etapa, ainda resta uma quantidade relevante de HCN no produto, que ¢ entdo
drasticamente reduzida pela desativagdo da linamarase (CHISTE ¢ COHEN, 2011).
Quando o produto - o tucupi - ¢ entdo submetido ao processo de cocgdo por cerca de
uma hora e meia, e s6 entdo ¢ embalado e comercializado.

Para a comercializagdo do tucupi, este precisa seguir a Instrugdo Normativa n°

001/2008 da ADEPARA (Agéncia de Defesa Agropecuaria do Pard), a qual define o
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tucupi como um produto e/ou subproduto obtido da raiz de mandioca (Manihot
esculenta) e suas variedades, por meio de processo tecnologico adequado,
apresentando caracteristicas fisico-quimicas variando de 2,5 g a 6,5 g/100g para
solidos totais, 3,5 a 4,3 para o pH, e 0,1 g a 0,8 g de 4cido latico/100mL de acidez
tituldvel total (AGENCIA DE DEFESA AGROPECUARIA DO ESTADO DO
PARA, 2008).

Em relagdo ao seu gosto azedo, este ¢ atribuido a presenca de acidos organicos
formados durante a fermentacao lactica. A fermentag¢do ¢ uma pratica comum para a
mandioca, inclusive na Africa (WESTBY, 2002). E uma maneira de produzir um
produto seguro que tenha uma longa vida 1til, bem como atender as preferéncias do
consumidor (gosto azedo). A fermentacdo baixa o pH de meio, inibindo assim o
crescimento da maioria dos patdogenos bacterianos. Durante fermentagdo, os agucares
sdo convertidos em 4cidos orgénicos tais como lactico, acético, propidnico e 4cidos

piravicos (OWUAMANAM et al., 2010).

Cientificamente, observa-se uma escassez de estudos sobre o tucupi, onde as
principais informacdes disponiveis estdo relacionadas com alteragdes de pH, acidez
total, solidos soluveis, qualidade e acido cianidrico total e livre (HCN) (CAMPOS,
CARMO, CARVALHO E MATTIETTO, 2016; CAMPOS, CARMO, CARVALHO
E MATTIETTO, 2017; CHISTE ET AL., 2007; CHISTE & COHEN, 2011). Se faz
necessario mais estudos sobre sua composi¢do, em especial o sobre os seus acidos

presentes e como eles podem agir sobre a estrutura dental.
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3. OBJETIVOS:

Objetivo geral

Caracterizar a acidez de uma marca comercial de tucupi e avaliar sua influéncia na
rugosidade superficial, microdureza, ultramorfologia e variacdo de massa do esmalte

dental.

Objetivos especificos:

a) Determinar a acidez do tucupi através das anélises de pH e acidez total titulavel.

b) Mensurar a rugosidade superficial, microdureza , ultramorfologia e a variacdo de
massa do esmalte dental, exposto ao tucupi, refrigerante a base de cola e 4gua

destilada, nos tempos:

TO (baseline) — antes da exposicao a qualquer das solugdes testadas;

T10 — apds 10 dias de imersdo nas solucdes testadas;

T20 — apds 20 dias de imersdo nas solucdes testadas;

T30 — apds 30 dias de imersdo nas solucdes testadas;

c¢) Analisar qualitativamente, através da microscopia eletronica de varredura (MEV), a
ultramorfologia superficial do esmalte bovino exposto ao tucupi, refrigerante a base

de cola e 4gua destilada, nos tempos:

* TO (baseline) — antes da exposicao a qualquer das solugdes testadas;

* TI10—apds 10 dias de imersao nas solugdes testados;
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T20 — apds 20 dias de imersdo nas solucdes testados;

T30 — apds 30 dias de imersdo nas solucdes testados;

21



4. METODOLOGIA
4.1 — CARACTERIZACAO DA ACIDEZ DO TUCUPI

Para a caracterizacdo da acidez do tucupi utilizado no presente estudo (Vové da
Floresta, Agroindustria Sdo Francisco do Ita Ltda, Santa Isabel, Para, Brasil) foram

realizadas mensuragdes de pH e acidez total titulavel, conforme descritas abaixo.

4.1.1 - DETERMINACAO DO pH

Foram procedidas 11 avaliacdes de pH, realizadas de 3 em 3 dias. Todas as
avaliacdes foram feitas em triplicata e o valor era determinado através de leitura direta
em potenciometro (Tecnal, TEC-51, China) devidamente calibrado com as solugdes
tampdes pH 7,0 e 4,0 a 20 °C, segundo o método n° 981.12 da AOAC (Association of
Analytical Chemists, 1997). Foram utilizados 20 ml de tucupi (Vovo da Floresta) em
temperatura ambiente, inserido no frasco de Erlenmeyer, seguido do registro do pH

em cada andlise, totalizando 33 dias de analise de pH.
4.1.2 - DETERMINACAO DA ACIDEZ TOTAL TITULAVEL

A acidez total titulavel foi determinada através da titulagcdo da amostra com
NaOH 0,1 N, sendo o pH da solugdo monitorado por potencidmetro, segundo o

método n° 942.15 da AOAC. O resultado final foi expresso em g/100 mL.

Para a determinagdo da acidez total titulavel foi utilizado 50 ml de tucupi
(Vovo da Floresta), os quais foram submetidos inicialmente a um processo de fervura.
Ap0s esta etapa, e com o tucupi ja em temperatura ambiente, realizou-se 0 processo
de triplicata, onde foi pipetado 5 ml do tucupi, diluido com 50 ml de 4dgua destilada
em frasco de Erlenmeyer, e adicionadas 3 gotas de fenolftaleina em cada frasco. Apds
essa etapa, a bureta foi entdo carregada com a solugdo NaOH 0,1M para iniciar a
titulacdo das amostras até atingir a coloracdo rosa claro (por pelo menos 30

segundos), e feita a anotagdo do volume gasto de NaOH.

Apds os procedimentos de titulacdo, foram tabulados os dados mensurados e

Y Naon XM Naon X MM icido XFC 4 100 o assim obtidos os
4 amostra X1000 ’

resultados em g/100ml por cada titulagdo realizada.

aplicados na foérmula
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4.2 - OBTENCAO, CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E ASPECTOS ETICOS

Esta pesquisa teve inicio apds aprovagdo junto a Comissdo de Etica no Uso
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Para (processo n° 552912091800)
(ANEXO 1). Foram utilizados 90 dentes incisivos bovinos higidos da espécie Bos
taurus indicus (com idade média de 24 meses) obtidos de animais abatidos na
Cooperativa da Industria Agropecuaria do Para (SOCIPE - Belém, Pard, Brasil).
Foram incluidos na pesquisa os dentes bovinos que se apresentavam irrompidos na

cavidade oral, com coroa higida e formacao completa da raiz.

Os dentes foram inicialmente imersos, por uma semana, em solu¢do de timol
0,1% (A Férmula, Belém, PA, Brasil) para desinfec¢do, seguido de remocao do tecido
periodontal aderido e profilaxia com pasta de pedra-pomes. Em seguida, os dentes
foram analisados em lupa estereoscopica (40x) para avaliacdo do esmalte vestibular
da por¢do média coronal, sendo descartados os dentes que apresentassem trincas na
superficie do esmalte. Apds, foram armazenados em agua destilada (4°C) renovada

semanalmente.

4.3 — OBTENCAO DOS FRAGMENTOS DENTAIS

As coroas dentais passaram por duas secgdes transversais. O primeiro corte foi
feito a uma distancia de 15mm, mensurado com paquimetro digital (DIN 862;
Mitutoyo, Sdo Paulo, SP, Brasil), da juncdo amelocementdria e paralela a borda
incisal. O segundo corte foi realizado a 5Smm da jungdo amelocementaria, obtendo-se,

desse modo, amostras da por¢ao média da coroa dental com uma altura de 10 mm.

44 - CONFECCAO DOS CORPOS-DE-PROVA PARA AS ANALISES DE
MICRODUREZA E RUGOSIDADE SUPERFICIAL

Para os ensaios de microdureza e rugosidade superficial, cada fragmento
dental teve sua face vestibular inserida em cera n° 7, e estes foram incluidos em resina

acrilica ativada quimicamente (JET, Classico, Campo Limpo Paulista, SP, Brasil),

utilizando matrizes de tubo em acrilico transparente com altura 1 cm. Ap6s 24 horas,
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foi realizada a planificacdo da superficie vestibular dos espécimes, utilizando-se lixas
de carbeto de silicio de granulagdo decrescente , sendo: #320 por 15 segundos, #600
por 30 segundos, #1200 por 60 segundos e #2000 por 90 segundos (MARTINS et al.,
2016), em politriz horizontal (Aropol-E — Arotec, Cotia, SP, Brasil), sob refrigeracao
constante, realizando lavagem em banheira ultrassonica (TD30 Plus, Bio-Art, Sao
Carlos, SP, Brasil) com 4gua destilada por 3 minutos a cada troca de lixa, e a cada 10
corpos de prova as lixas foram substituidas. Este procedimento foi realizado para se
obter corpos-de-prova com uma superficie vestibular regular, plana e de aspecto
vitreo. Apo6s, foi feita a verificacdo de uma possivel exposicdo acidental do tecido
dentinario, realizada através de lupa estereoscopica (40X), sendo descartados os
dentes que apresentaram trincas na superficie do esmalte, seguido de lavagem em
banheira ultrassonica (TD30 Plus, Bio-Art, Sdo Carlos, SP, Brasil) com dgua destilada

por 20 minutos.

4.5 - CONFECCAO DOS CORPOS-DE-PROVA PARA ANALISE DA VARIACAO DE
MASSA E DA ULTRAMORFOLOGIA EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA (MEV)

Para a mensuragdo da variagdo de massa e a andlise da ultramorfologia em
MEYV, a por¢ao média da coroa recebeu, além do descrito anteriormente (item 4.3),
uma sec¢do longitudinal no sentido mésio-distal, a fim de separar as porcdes
vestibular e lingual da coroa dental. As porc¢des linguais foram desprezadas, e a
camada de dentina vestibular foi removida com o auxilio de pontas diamantadas
tronco-conicas n° 4138 (KG Sorensen - Cotia, SP, Brasil) em alta rotagao e sob
refrigera¢do constante, sendo substituidas a cada 10 corpos de prova, restando apenas
o esmalte dental vestibular (RIBEIRO et al, 2019). Por fim, todos os espécimes foram
levados a cuba ultrassonica com 4gua destilada durante 20 minutos. Cada espécime de

esmalte foi colocado, individualmente, em frascos enumerados.
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Variagéo de massa
Microdureza

Rugosidade

Figura 1. Descri¢ao da confecg¢@o dos corpos de prova para cada teste.

4.6 - DIVISAO DOS GRUPOS

O total de espécimes (90) foi dividido aleatoriamente em 3 grupos (n=30), de acordo
com as solucdes aos quais foram expostos: Tucupi, Refrigerante a base de cola e dgua

destilada (Figura 1).
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| TO — antes da imersao

| 16 espécimes para o Tucupi

2

| 16 espécimes para Refrigerante

| T20 - 20 dias da imersdo

Microdureza e

|16 espécimes para a Agua destilada

Rugosida

|
I T10 - 10 dias da imersdo |
|
|

I T30 - 30 dias da imersao

B A

'—| 4 espécimes para o Tucupi

| TO — antes da imersao |

[ T10 - 10 dias da imerszo |

[ ‘ ——l 4 espécimes para Refrigerante

| T20 - 20 dias da imersao |

|4 espécimes para a Agua destilada

MEV

| T30 — 30 dias da imersao |

[
| 10 espécimes para o Tucupi

I TO — antes da imersao

{ 10 espécimes para Refrigerante

Variagao de
massa

_I 10 espécimes para a Agua destilada

lT20 — 20 dias da imersao

|
|T10 - 10 dias da imersao |
|
|

| T30 - 30 dias da imersao

Figura 2. Descricéo dos grupos experimentais para quanto a intervengao realizada.

Tabela 1. Descricdo dos materiais utilizados no experimento, contendo seus nomes
comerciais, fabricantes e composi¢ao (segundo os respectivos fabricantes).

Nome Fabricante Classificacao Composicao
Saliva A formula - Bicarbonato de sodio 2190mg,
Artificial Farmacia de fosfato de potassio 1270mg,
_— cloreto de magnésio 125mg,
Manipulagdo, cloreto de célcio 441mg, cloreto
Belém, PA, de potassio 820mg, fluoreto de
Brasil. sodio 4,5mg, nipazol 100mg,
sorbitol 24mg,
carboximetilcelulose 8mg, agua
destilada 3000ml.
Tucupi Agroindustria 100% natural Seiva de mandioca amarela,
sio  francisco agua, cip6 d’alho, chicéria, sal e
5 alfavaca.
voveda g0 i ltda.
floresta Rodovia  pa
140, km 15.
Santa  Isabel.
do Para — Pa.
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Refrigerante a The Coca-cola Concentrado Agua gaseificada, agucar, extrato
de noz de cola, cafeina, corante

Company de Xarope.
base de cola caramelo 1V, acidulante 4cido
fosforico, aroma natural.
Agua destilada ASFER Agua quimicamente pura isenta
Industria de sais soltiveis.
Quimica Ltda

4.7 - EXPOSICAO AS SOLUCOES TESTADAS

Ap6s 24 horas da confecg@o dos corpos de prova, estes foram mergulhados em
cerca de 30 ml de refrigerante a base de cola (controle positivo), 30 ml de tucupi e 30
ml de dgua destilada (controle negativo) a temperatura ambiente em frascos tipo
Becker estéril e o pH foi obtido através de um phmetro com eletrodo de vidro e
mostrador digital antes das imersdes. Os ciclos de imersdo ocorreram sob leve
agitacdo manual por 20 minutos, de modo que as solu¢des ndo decantassem, este
processo foi realizado por 30 dias. Apos cada ciclo de imersdo, os espécimes foram
lavados com 4agua destilada por 1 minuto em seringa triplice a uma distancia
aproximada de 5 cm, foram secos com papel absorvente, imersos em 15 ml de saliva
artificial e mantidos em estufa a 37°C, durante 24 horas até o proximo ciclo de
imersdes. Foi realizada troca diaria da saliva artificial em todos os grupos. As bebidas
(tucupi, refrigerante a base de cola e 4gua destilada) ficaram em temperatura

ambiente. Descri¢cao dos materiais na tabela 1.
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4.8 - AVALIACAO DE MICRODUREZA

Para a avaliagdo da microdureza Knoop (KHN) foi utilizado um
microdurdometro FM 700 (FutureTech, Kanagawa, Japao). A superficie do espécime
foi dividida em 2 metades iguais, sendo uma utilizada para a avaliagdo da
microdureza, e a outra metade destinada para as leituras de rugosidade superficial. A
metade do espécime destinada as leituras da microdureza foi subdividida em trés
partes iguais, sendo uma para cada tempo de leitura. Foi aplicada uma carga de 50
gramas durante 5 segundos (MARTINS et al., 2016), nos tempos zero (sem exposicao
as solugdes testadas), ao final do 10° dia do ciclo de imersao (T10), ao final do 20°
dia do ciclo de imersao (T20) e ao final do 30° dia do ciclo de imersdo (T30). Foram
realizadas 3 endentagdes com uma distancia de 100um entre elas, as quais ficaram
dispostas uma ao lado da outra a partir do centro do espécime. Em seguida, foi obtida
uma média de dureza Knoop para cada amostra a partir da aplicagdo dos valores

obtidos com as endentagoes.
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Pirdmide
Knoop

Maior Dureza Menor Dureza

Carga

Constante X Comprimento2

_ 0.050 kgf
" 0.070279X Comprimento2

Figura 3. Descri¢do da analise de microdureza.

4.9 - AVALIACAO DE RUGOSIDADE SUPERFICIAL

A avaliagdo da rugosidade superficial (Ra) foi realizada por um
rugosimetro (SJ-301; Mitutoyo, Los Angeles, CA, Estados Unidos da América). O
parametro adotado para a consecucdo da rugosidade superficial foi a rugosidade
aritmética (Ra) determinada pela média de 3 leituras, com um limite de tracejamento
(Lt) de 5Smm e com comprimento de amostragem ou cut-off (La) de 0,25mm. As
leituras foram realizadas nos tempos zero (sem exposi¢do as solucdes testadas), ao
final do 10° dia do ciclo de imersdo (T10), ao final do 20° dia do ciclo de imersao

(T20) e ao final do 30° dia do ciclo de imersao (T30).

4.10 - MENSURACAO DA VARIACAO DE MASSA

Para as pesagens dos espécimes, estes foram primeiramente secos com secador

Philco Titanium Travel (Philco - Joinville, SC, Brasil) por dois minutos, tempo
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necessario para que nao houvesse mais mudanca no peso dos espécimes. A
verificagdo da massa dos corpos de prova foi realizada por pesagem antes da
intervengoes (T0) e ao final do 10° dia do iclo de imersao (T10), do 20° dia do ciclo
de imersao (T20) e do 30° dia do ciclo de imersdao (T30) em uma balanca analitica
eletronica (Quimis-AS 210, Diadema-SP-Brasil), com precisdao de 0,0001, que
fornece os valores em gramas ZIMMER et al., 2015; RIBEIRO et al., 2019). Os
espécimes a cada ciclo de imersdo foram alocados em seus respectivos recipientes,
com o0 meio de armazenamento renovado (saliva artificial), sendo mantidos em estufa

bioldgica (37°C) por 24h até o proximo ciclo de imersoes.

4.11 - ANALISE DA ULTRAMORFOLOGIA EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE

VARREDURA (MEV)

Os corpos de prova foram secos previamente em silica por 24 horas, para
entdo receberem a aplicacdo da cobertura metalica em metalizadora Denton, modelo
DESK 1II (DentonVaccum — Toquio, Japdo), a fim de permitir a visualizagdo em
microscopio eletronico JSM — 6360 (Toquio, Japdo), em aumento de até 1500 vezes.
Para a analise foi utilizado- 1 corpo de prova para cada tempo, no qual foi avaliado:
antes das imersdes (T0), final do 10° dia do ciclo de imersdo (T10), final do 20° dia

do ciclo de imersdo (T20) e do 30° dia do ciclo de imersao (T30).

4.12 - ANALISE ESTATISTICA

Os calculos estatisticos foram realizados com o programa SPSS versao 17.0
(SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). Os resultados obtidos nas andlises de microdureza,
rugosidade superficial e variacdo de massa, apds verificagdo da normalidade (Teste de
Shapiro-Wilk), foram submetidos a ANOVA de duas vias para amostras repetidas,

seguido de pos teste de Sidak, com resultados descritos em média e desvio-padrao. O

30



nivel a de significancia de 5% (p<0.05) foi adotado para todas as andlises

empreendidas.
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5. RESULTADOS

A tabela 2 mostra os resultados da microdureza dos corpos de prova imersos
nos meios liquidos em comparagdo nos diferentes tempos avaliados. Para o tucupi, a
menor média da microdureza foi observada no T30 (109.67 KHN), onde a
comparag¢do entre os tempos TO (sem tratamento) e T10 (10 dias) foi a Gnica que nao
houve diferenga estatistica (p = 0,06). No grupo do refrigerante a base de cola, a
menor média foi no T2 (107.53 KHN), havendo diferenca estatistica entre TO (sem
tratamento) e T20 (20 dias) (p = 0,03). Para o grupo da 4gua destilada s6 houve
diferenga estatistica entre TO (sem tratamento) e T10 (10 dias) (p = 0,04), com a
menor média presenciada em T10 (10 dias) (242.47 KHN).

Tabela 2. Médias (desvio padrdo) da microdureza de acordo com os tempos de
exposicao para os grupos testados.

Tratamento x T0 T10 T20 T30
Tempo
Tucupi 283.39 (£78.17), 213.08 (£53.69), | 152.88 (£70.22), | 109.67 (£36.44).
Refrigerante 124.94
a base de cola 208.16 (£106.81), 155 (#41.18) 117.53 (£36.28), (£48.20)
‘ 261.01
Agua 308.14 (£73.66), 24237 (£35.57), | 258.17 (£61.31)a (£38.88).

Letras diferentes indicam diferenga estatistica intragrupos (p = 0,05) (na mesma linha).

A tabela 3 mostra os resultados de rugosidade superficial (Ra) dos corpos de
prova imersos nos meios liquidos nos diferentes tempos avaliados. Para o tucupi, a
maior média da rugosidade foi observada no T30 (30 dias) (0.1625 Ra), havendo
diferenga estatistica somente entre os tempos TO (sem tratamento) e T30 (30 dias) (p
= 0,02). Em rela¢do ao grupo do refrigerante a base de cola, a maior média para a
rugosidade foi observada em T30 (30 dias) (Ra=0.2862), havendo diferenca estatistica
somente nas comparacdes entre TO (sem tratamento) e T30 (30 dias) (p = 0,008), e
para os tempos T10 (10 dias) e T30 (30 dias) (p = 0,01). Para o grupo da agua

destilada nao houve diferenga estatistica entre todos os tempos avaliados (p > 0,05).

Tabela 3. Médias (desvio padrdo) da rugosidade superficial de acordo com os tempos
de exposi¢do para os grupos testados.

Tratamento x

Tempo T0 T10

T20 T30
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Tucupi 0.0994 (£0.05), | 0.1565(x0.08),, | 0.1299(x0.05)a, | 0.1625(£0.04),
Refrigerante | 0.1959(+0.09), | 0.2335(£0.06), | 0.2545(£0.03),, | 0.2862(+0.04),
a base de cola

Agua 0.1933(%0.07), | 0.2016(£0.03), 0.2107(£0.03), 0.2124(£0.02),
Destilada

Letras diferentes indicam diferenga estatistica intragrupos (p = 0,05) (na mesma linha).

A tabela 4 mostra os resultados da variacdo de massa dos corpos de prova
imersos nos meios liquidos nos diferentes tempos avaliados. Para o grupo do tucupi
(G1), a média de variagdo de massa no tempo TO (sem tratamento) apresentou
diferenga estatistica (p < 0,05) em relagcdo aos demais tempos. As comparagdes entre
os tempos T10 (10 dias) e T20 (20 dias) (p = 0,40), e T10 (10 dias) e T30 (30 dias) (p
= 0,09) ndo demonstraram diferencas significativas. Para G2 (refrigerante a base de
cola) houve diferenca estatistica entre todos os tempos comparados com exce¢ao entre
T10 (10 dias) com T20 (20 dias) (p = 0,23) sendo a maior média observada em TO
(sem tratamento) (0.3524¢g) e a menor média observada em T30 (30 dias) (0.3449g).
No G3 (4gua destilada) ndo houve diferenca estatistica entre as médias testadas (p >

0.05).

Tabela 4. Médias (desvio padrdo) da variacdo de massa de acordo com os tempos de
exposicao para os grupos testados.

Tratamento X To0 T10 T20 T30
Tempo
Tucupi 0.3931 (£0.039), 0.3897 (£0.038)pca | 0.3856 (£0.038). | 0.3832 (+0.038)4
Refrigerante a | 0.3524 (+0.072), 0.3493 (£0.072). 0.3479 (£0.071). | 0.3449 (£0.071)4
base de cola
Agua 0.4010 (£0.043), 0.3938 (+0.040), 0.3978 (£0.042), | 0.3971 (£0.041),

Letras diferentes indicam diferenga estatistica intragrupos (p = 0,05) (na mesma linha).
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Figura 4. Variagdo média do pH no decorrer do tempo
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Figura 5. Variagcdo média da acidez no decorrer do tempo

Na figura 4 observamos a mudanga de pH ao longo do tempo, onde a média

das 11 leituras foi de 4.3. Na figura 5 observamos os valores de acidez total titulavel,

sendo a média de 0,090 (g/100mL).
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Figura 6. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) representativas da agdo dos
seguintes tratamentos ao longo do tempo no esmalte dental: TO sem tratamento, T10-G1
Tucupi por 10 dias, T20-G1 Tucupi por 20 dias, T30-G1 tucupi por 30 dias, T10-G2
Refrigerante a base de cola por 10 dias, T20-G2 Refrigerante a base de cola por 20 dias, T30-
G2 Refrigerante a base de cola por 30 dias, T10-G3 Agua destilada por 10 dias, T20-G3
Agua destilada por 20 dias ¢ T30-G3 Agua destilada por 30 dias.

Na figura 6 estdo as fotomicrografias com magnifica¢do de 11.000x, onde a
figura em TO (sem tratamento) € caracterizacdo do esmalte dental sem exposicao a
nenhum dos tipos de tratamentos propostos nos grupos. No sentido horizontal,
podemos observar os grupos avaliados nos diferentes tempos. Em G1 (Tucupi) as
maiores mudancas visiveis ocorreram em T30 (30 dias), onde a observa-se a
exposicdo de camada subjacente a aprismatica. Em G2 (Refrigerante a base de cola)
observamos uma superficie poroso desde T10 (10 dias) e essa caracteristica vai se
acentuando ao longo do tempo. Em G3 (Agua destilada), observamos original do
inicio ao fim do tempo, observando apenas as ranhuras causadas pelo polimento dos

corpos de prova.
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6. DISCUSSAO

Os achados do presente estudo mostraram que as bebidas tucupi e refrigerante
a base de cola influenciaram de forma semelhante a rugosidade superficial do esmalte,
enquanto que para a microdureza o tucupi se mostrou mais deletério ao esmalte
quando comparado ao primeiro. No entanto, o refrigerante a base de cola foi o que
mais evidenciou variagdo (maior perda) de massa ao longo do tempo. A microscopia
eletronica de varredura evidenciou um desorganizagao do esmalte superficial em G1
(Tucupi) e G2 (Refrigerante a base de cola), mas sem alterar a superficie em G3 (4gua

destilada).

Segundo Lussi e colaboradores, quanto maior a acidez titulavel da bebida,
maior o tempo que a saliva leva para neutralizar o acido, dessa forma o acido tem uma
acdo mais prologando sobre o dente (LUSSI et al., 2004). Logo, associamos a maior
perda dureza do grupo exposto ao tucupi por conta do seu maior valor de acidez total
titulavel (=0.80), quando comparado ao grupo do refrigerante utilizado neste estudo

(=0,57) (TENUTA et al., 2015).

Existe uma correlagdo direta entre a prevaléncia da erosdo e o consumo de
bebidas carbonatadas (refrigerantes) (LUSSI et al., 2004), logo justifica-se a utilizacao
nesse modelo de um refrigerante a base de cola para o controle positivo do presente
estudo. No entanto, por mais que a bebida a base cola tenha o pH menor que o do
tucupi, esta ndo demonstrou maior poder erosivo, € podemos associar isto a sua menor
acidez titulavel quando comparada a do tucupi.

Estudo afirmam que um ataque acido leva a desmineralizagdo do esmalte
dental, causando um ‘“amolecimento” da superficie do dente, e sua diminui¢do na
resisténcia ao desgaste da superficie (SCARAMUCCI et al., 2011; RIOS et al., 2011).
Nesse sentido, a andlise por MEV demonstrou um dano progressivo ao longo do tempo
ao esmalte superficial exposto aos meios acidos, evidenciando um esmalte mais poroso
e com cavidades rasas, evidenciando perda dessa camada mais “amolecida”.

A erosdo dentaria ocorre quando hd um desequilibrio entre o consumo da
bebida (de natureza 4cida) e a capacidade protetora do organismo, mais
especificamente a capacidade de tamponamento da saliva, e ndo apenas pelo tipo de
acido presente na composicdo das bebidas (DEVLIN et al., 2006). Logo, o meio

saturado da saliva artificial contendo elementos quimicos como o calcio, fosfato e
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flaor, utilizada como meio de armazenamento no presente estudo para todos os meios
testados (tucupi, refrigerante a base de cola e 4gua destilada), possa ter colaborado para
que valores mais baixo de microdureza ndo fossem observados.

Outro fator importante ¢ a agitacdo da solugdo durante a imersdao dos
espécimes, pois foi demonstrado que (MAUPOME et al., 1998, MAUPOME et al.,
1999 e LARSEN e RICHARDS, 2002) a imersdo sob agitacdo pode aumentar o grau
de erosdo produzido pelas bebidas acidas no esmalte dentdrio primario e permanente,
no entanto ela se faz necessario por ser uma situacao mais proéximo da clinica. Logo,
no modelo de erosdo utilizado neste estudo, foi feito agitagdo manual dos liquidos
testados, durante as imersoes nas solucoes testadas.

Embora todas as etapas experimentais deste estudo tenham sido conduzidas
de maneira criteriosa e estritamente de acordo com o protocolo, os estudos in vitro
apresentam limitagcdes e, portanto, seus resultados devem ser extrapolados para
condi¢des clinicas com cuidado, pois sabemos que nas condi¢des clinicas temos a
escovacao dental e a saliva natural. A escovacdo esta ausente nesse delineamento de
estudo por se tratar do primeiro estudo em tecidos duros dentais desenvolvido nessa
linha de pesquisa (modelo de erosdo in vitro com tucupi), logo se fez necessario ver a
influéncia isolada do tucupi sobre o esmalte dental.

A erosdo dentdria associada ao consumo de bebidas acidas ¢ um potencial
problema de saude bucal a populagdo da regido Norte do Brasil (MARTINS et al.,
2016). O tucupi como demostrado no presente estudo ¢ um fator de risco para erosiao
dental nessa regido, pois estd presente em varios pratos tipicos e em molhos
consumidos diariamente por essa populacdo. Logo, mais pesquisas devem ser

realizadas para ampliar os escopos e conhecimentos neste campo de pesquisa.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, foi possivel concluir que o tucupi
utilizado possui baixo pH e alta acidez total titulavel, sendo capaz de diminuir de
forma gradativa a microdureza do esmalte em fun¢do do tempo de exposicgao, elevar a
rugosidade superficial, permitir a perda de massa do substrato, além de demonstrar

perda parcial da superficie de esmalte ao longo do tempo.
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