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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito de dentifricios de baixa concentracdo de fluoreto
contendo ou n&o diferentes concentragdes de TMP micrométrico ou
nanomeétrico sobre a desmineralizacdo do esmalte, utilizando um modelo de
ciclagem de pH. Blocos de esmalte bovino foram divididos em doze grupos (n =
12), de acordo com os dentifricios: placebo (sem F/TMP/TMPnano); 1100 ppm
F; 250 ppm F; 250 ppm F associado ao TMP micrométrico (TMP-250), TMP
nanométrico moido durante 24 horas (250 TMPnano24) ou TMP-nanométrico
moido durante 48 horas (250 TMPnano48) em concentra¢des de 0,05%, 0,1%
e 0,25%. Os blocos foram submetidos a de ciclagem de pH e tratamento 2x/dia,
com slurry de dentifricios. Para avaliar a perda mineral, a dureza de superficie
final (SHf) e a porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH) foram
avaliadas e as concentracdes de fluor (F), célcio (Ca), fésforo (P) e a relagéo
molar Ca/P no esmalte. Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste Student-Newman-Keuls (p < 0,05). Todas as concentragdes
de TMPnano reduziram a %SH (p < 0,05). O TMPnano apresentou o maior
conteudo de F, Ca, P e Ca/P no esmalte apenas a 0,05% (p < 0,05). O 250-
0,05%TMPnano48 apresentou os melhores resultados considerando todos os
parametros (p < 0,05). Concluiu-se que o efeito anticarie do dentifricio de 250

ppm F com TMPnano foi semelhante a formulagdo convencional.

Palavras-chave: Dentifricios, Esmalte dental, Fluoreto, Nanoparticula,

Fosfatos, Desmineralizagao.
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ABSTRACT

This study evaluated the effect of low-fluoride dentifrices containing or not
different concentrations of micrometric or nano-sized TMP on enamel
demineralization, using a pH cycling model. Bovine enamel blocks were
allocated into twelve groups (n = 12), according to the dentifrices: placebo
(without F/TMP/TMPnano); 1,100 ppm F; 250 ppm F; 250 ppm F plus
micrometric TMP (250-TMP), nano-sized TMP milled for 24h (250-TMPnano24)
or nano-sized TMP milled for 48h (250-TMPnano48) at concentrations 0,05%
0,1% and 0,25%. Blocks were subjected to pH-cycling and treatment 2x/day
with slurries of dentifrices. To evaluate mineral loss, final surface hardness
(SHf) and percentage of surface hardness loss (%SH) were analyzed. Fluoride
(F), calcium (Ca), phosphorus (P) and Ca/P molar ratio concentrations were
determined in enamel. Data were submitted to Kruskal-Wallis test, followed by
Student-Newman-Keuls’ test (p < 0.05). All TMPnano concentrations reduced
%SH (p < 0.05). The TMPnano showed higher F, Ca, P and Ca/P content in
enamel only at 0.05% (p < 0.05). The 250-0.05%TMPnano48 resulted in better
results considering all parameters (p < 0.05). It was concluded that the
anticaries effect of the 250 ppm F toothpaste containing nano-sized TMP was

similar to a conventional formulation.

Keywords: Dentifrices, Dental enamel, Fluoride, Nano-sized, Phosphates,

Demineralization.
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1. INTRODUCAO

Formulag¢des dentifricias com reduzida concentracédo de fluoreto (F) tém
sido estudadas com o objetivo de diminuir a ingestdo do ion pelas criangas e
reduzir a fluorose dentaria [Wong et al., 2010; Walsh et al., 2010], entretanto, o
efeito preventivo dos mesmos foi considerado inconclusivo na literatura
[Moraes et al., 2007; Queiroz et al., 2008; Lima et al., 2008]. Numa recente
revisdo sistematica [Walsh et al., 2010], os autores concluiram que dentifricios
com baixa concentracdo de F (650 ppm F) ndo apresentaram efeito preventivo

contra a carie dentaria.

Uma forma de aumentar a eficacia anticariogénica de um dentifricio é a
suplementagado com fosfatos, pois quando supersaturado no biofilme dentario
durante os periodos de desafio cariogénico, tornam o F mais efetivo, podendo
diminuir ou até mesmo inibir a dissolugao do esmalte [Pearce, 1982; Sullivan et
al.,, 1997; Larsen, Fejerskov, 1989; Margolis, 1990; Schemehorn; Wood;
Winston, 1999; Gaffar, Blake-Haskins, Mellberg, 1993; Whitford et al., 2005].
Dentre os sais de fosfatos o trimetafosfato de sédio (TMP), parece ser o mais
ativo [Harris et al., 1967] apresentando capacidade de reduzir a dissolugao da
hidroxiapatita [McGaughey; Stowell, 1977; Roberts, 1995]. Takeshita et al.
[2009] observaram que a adicdo de fosfato na forma de trimetafosfato, um
polifosfato ciclico, na concentragdo de 1% a um dentifricio de 500 ppm F
resultou numa eficacia similar a de um dentifricio padrao de 1100 ppm F, in
vitro, sobre a desmineralizagao do esmalte de dente bovino. Para um dentifricio
com 250 ppm F, o TMP a 0,25% foi capaz de inibir a desmineralizagcdo do
esmalte in vitro, similar a um dentifricio padrdo (1100 ppm F) [Missel, 2010].
Dessa forma, a adicdo de fosfato compensaria a reducdo da acéo anticarie

causada pela menor concentragao de F.

Além dos fosfatos, outra possibilidade de aumentar a acgao
remineralizante ou o efeito inibidor da desmineralizagdo de um suplemento
seria utiliza-lo na forma de nanoparticulas. As propriedades especiais das
nanoparticulas derivam de sua elevada proporcao entre area superficial e

seu volume, além de possuirem uma porcentagem consideravelmente mais



18

alta de atomos em sua superficie quando comparadas com particulas

maiores, podendo torna-las mais reativas.

Assim, com o objetivo de otimizar o efeito dos dentifricios sobre o
processo de des/remineralizagédo dentaria, estudos tém analisado o impacto
de fosfatos nanoparticulados no processo de desmineralizacdo e
remineralizacdo do esmalte [Karlinsey e Zero, 2006]. A adigdo de
nanoparticulas de fosfato tri-calcio em dentifricios fluoretados reduziu o
processo de desmineralizacdo em esmalte em comparacao a um dentifricio
convencional (1100 ppm F) [Karlinsey et al., 2007]. Nanocompdésitos
contendo fosfato de calcio amorfo (ACP), CaF, e clorexidina tém mostrado
agao na atividade metabdlica do biofilme e, consequentemente, uma
reducao da producao de acidos [Cheng et al., 2012]. Ainda, Segundo Xu et
al. [2010], compdsitos contendo nanoparticulas possuem a vantagem em
impedir a desmineralizacdo dentaria, por apresentarem melhores
propriedades fisicas e mecanicas quando comparadas a compoésitos

tradicionais.

Uma vez que trabalhos anteriores [Takeshita et al., 2009; Missel et al.,
2010] mostraram que dentifricios de baixas concentragbes de F (500 e 250
ppm F, respectivamente) apresentam eficacia semelhante a de um dentifricio
padrao (1100 ppm F) quando suplementados com TMP, e considerando a agao
de nanoparticulas de fosfatos, seria interessante avaliar a agdo do TMP na
forma de nanoparticulas adicionado a dentifricios com 250 ppm F sobre a
desmineralizagdo do esmalte bovino. A hipétese nula é a de que o dentifricio
de baixa concentracdo de F associado a TMPnano apresentaria um efeito

anticarie semelhante ao seu homélogo sem TMP e com TMP micrométrico.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de dentifricios de baixa
concentracéo de fluoreto (250 ppm F) associado a nanoparticulas de TMP, em
diferentes tamanhos e concentragbes na inibicdo da desmineralizacdo do

esmalte utilizando um modelo de ciclagem de pH.

3. MATERIAIS E METODOS

Delineamento Experimental

Blocos de esmalte bovino (4 mm x 4 mm x 3 mm, n = 144) foram obtidos
a partir de incisivos bovinos. Superficies de esmalte foram polidas e os blocos
sequencialmente selecionados através da dureza da superficie inicial (SHi)
(326 a 376 KHN, p = 0,403). Os blocos foram divididos aleatoriamente em 12
grupos experimentais (n = 12), de acordo com os dentifricios: sem
F/TMP/TMPnano (Placebo), 250 ppm F, 250 ppm F associado a TMP
micrométrico (250-TMP) ou TMPnano moido por 24h (250 TMPnano24h) e 48h
(250 TMPnano48h) em concentragdes de 0,05, 0,1 e 0,25% e 1100 ppm F. Os
blocos foram submetidos a ciclagem de pH durante sete dias, e tratamentos
com slurry de dentifricios 2x/dia. Em seguida, a dureza da superficie final (SHf),
porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH), fluoreto (F), calcio (Ca)

e fésforo (P) no esmalte e razdo molar entre Ca/P, foram determinadas.

Preparacao dos Blocos de Esmalte

Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos
de bovinos com idade entre 2 e 3 anos em frigorificos e mantidos em
recipientes plasticos com solugcdo de formol a 2% pH 7,0 durante 1 més
[Delbem et al., 2002; Takeshita et al., 2009]. Blocos de esmalte bovino (4 mm
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x4 mm x 3 mm) foram obtidos a partir da por¢ao mais plana da vestibular das
coroas. Em seguida, a dentina foi ajustada para obtencdo de superficies
paralelas entre esmalte e dentina (espessura + 2 mm). Os blocos foram fixados
em discos de resina acrilica pré-fabricada (+ 3 cm de didmetro por + 8 mm de
espessura), com auxilio de cera pegajosa (Cera Bastdo Kerr ou Cera em
Bastdes Horus), com a superficie dentinaria voltada para cima, sendo este
conjunto levado a politriz BETA — grinder polisher (Buehler, Lake Bluff, lllinois,
USA). Para o desgaste foram utilizadas lixas de granulagdo 320 (CARBIMET
PaperDiscs, 30-5108-320, BUEHLER), peso de 2Ibs, durante 30 segundos sob-

baixa rotagao e refrigeragao.

Os blocos foram removidos e fixados novamente com a superficie do
esmalte voltada para cima e a seguir polidos de acordo com a seguinte
sequéncia: lixa de granulagéo 600, 4lbs, tempo de 30 segundos, refrigeragao a
agua; lixa de granulacéo 800, 4 Ibs, tempo de 30 segundos, refrigeragao a
agua; lixa de granulagdo 1200, 4 Ibs, 30 segundos, refrigeracdo a agua. Entre
cada polimento, os corpos de provas foram submetidos ao ultra-som
(BRANSON 2210), em agua deionizada durante 2 minutos. Na sequéncia, o
esmalte foi polido com papel feltro para polimento (Polishing Cloth BUEHLER
40-7618) e suspensao de diamante (METADI Diamond Suspensionimicron
Blue Color Polish Spray, Water Base 40-6530), 4 Ibs, 1 minuto. A seguir, os
corpos de provas foram lavados com jato de agua deionizada durante 30
segundos e submetidos ao ultra-som (BRANSON 2210), durante 2 minutos,
imersos em solugdo de limpeza (ULTRAMET Sonic Cleaning Solution,
BUEHLER) diluida na proporgéo 20:1 em agua destilada. Durante todos os
procedimentos e entre as etapas, os blocos foram mantidos em ambiente
umedecido com formol 2% e pH 7,0 [Delbem et al., 2002; Takeshita et al.,
2009].

Sintese e Caracterizacdo do TMP nanoparticulado

Para preparar as nanoparticulas de TMP, 70g de trimetafosfato de sddio
puro (micrométrico, NazOgP3, Aldrich, pureza = 95% CAS 7785-84-4) foi moido

usando 500g de esferas de zircOnia (didmetro de 2mm) em um litro de
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isopropanol. Apos 24h (para TMPnano 24h) ou 48h (para TMPnano 48h), o p6
foi separado do meio alcodlico e moido em um almofariz [Danelon et al.,2013a].
A cristalinidade do p6 foi caracterizada por difragéo de raios-X (DRX), utilizando
um RigakuDmax 2500 PC difratbmetro gama de 10 a 26 80° com uma taxa de
varrimento de 2°/min. Os dominios cristalinos coerentes (tamanho de cristalito)

foram estimados usando a equagao de Scherrer:

KA
Bcos g,

onde L é a dimensado linear de uma nanoparticula monocristalina, A é o
comprimento de onda incidente de raios-X, B é a largura da linha de difragédo
do pico dedifragao, g € 0 angulo de Bragg obtido a partir do padréo de DRX, e

K € uma constante numérica cujo valor & de 0,9.

Formulacdo e Dosagem de F e P nos Dentifricios Experimentais

As formulagdes dos dentifricios experimentais continham os seguintes
componentes: dioxido de titénio, carboximetilcelulose, metil-p-hidroxibenzoato
de sddio, sacarinato de sddio, 6leo de menta, glicerina, silica hidratada, lauril
sulfato de sodio e agua [Takeshita et al., 2009]. TMP micrométrico (TMP,
Sigma™ - AldrichCo., USA) e TMP nanométrico foi adicionado aos dentifricios
de 250 ppm F nas concentragdes de 0,05, 0,1, 0,25%. O F foi acrescido as
formulagdes na forma de NaF (Merck®, Alemanha). Dentifricios sem F/TMP
(Placebo), com 1100 ppm F (sem TMP) foram preparados utilizando a mesma
formulacdo que os demais. Para a dosagem de F utilizou-se um eletrodo
especifico para ion F (9409 BN - Orion) e microeletrodo de referéncia
(Analyser) acoplados ao analisador de ions (Orion 720 A"), previamente
calibrado com cinco padrdes. Foram pesados 100-110 mg de cada dentifricio,
em triplicata, em tubos de polipropileno aos quais acrescentou-se agua
deionizada até volume final de 10 mL. Apds a homogeneizagdo, para a
dosagem do FT, 0,25 mL dessa suspenséo foi mantida sob agitagdo durante 1h
a 45°C com 0,25 mL de HCI 2 mol L. Em seguida foi neutralizado com 0,5 mL
de NaOH mol L™ e acrescentado 1,0 mL de TISAB Il (Tamp&o ajustador de

forgca ibnica total). Para a dosagem de F foi utilizado um eletrodo especifico
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combinado para ion F (9609 BN — Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion
720 A), previamente calibrado com cinco padroes (1, 2, 4, 8 e 16 pg F/mL).
Para a dosagem de Fl, o restante da suspensao de dentifricio foi submetido a
centrifugac&do a 906g durante 20 min. Foi pipetado 0,25 mL do sobrenadante e
acrescentado 0,25 mL de HCI 2 mol L™, 0,5 mL de NaOH mol L e 1,0 mL de
TISAB Il e o Fl dosado da mesma forma que o FT [Delbem et al., 2009].

Ciclagem de pH (Des>Re)

Os blocos foram submetidos em frascos individuais durante sete dias a
cinco ciclagens de pH, a temperatura de 37°C, permanecendo os ultimos dois
dias em nova solugao remineralizadora [Vieira et al., 2005]. Os blocos foram
imersos sob agitagao constante, duas vezes ao dia durante 1 min, em slurry de
dentifricios em agua destilada/deionizada (1:3 — peso:peso) quando removidos
das solugdes desmineralizadora (6 horas — Ca e P 2,0 mmol L' em tampao
acetato 0,075 mol L', 0,04 mg F/mL em pH 47 — 22 mL/mm? e
remineralizadora (18 horas — Ca 1,5 mmol L™, P 0,9 mmol L', KCI 0,15 mol L™
em tampao cacodilato de sédio 0,02 mol L™, 0,05 mg F/mL em pH 7,0 — 1,1
mL/ mm?). Os blocos foram lavados com jatos de agua destilada/deionizada

por 30s, apos serem removidos das solugoes Des-Re e dentifricio/agua.

Determinacédo da dureza de superficie do esmalte

A dureza de superficie inicial (SHi) (Knoop) foi determinada utilizando-se
o microdurémetro Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA e
Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan) e o software BuehlerOmniMet
(Buehler, Lake Bluff, USA) sob carga de 25 g por 10 s (aumento de 500 vezes)
sendo realizadas cinco impressdes a 100 ym uma da outra, na regiao central
do esmalte [Takeshita et al., 2009]. Apds as ciclagens de pH foram feitas outras
cinco impressdes equidistantes entre si e a 100 ym em relagédo as impressdes
iniciais, obtendo-se a dureza de superficie final (SHf). A porcentagem de perda
de dureza de superficie (%SH) foi calculada através da seguinte férmula: (SH%
= [(SHf-SHi)/SHi] * 100).
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Determinacédo de F, Ca e P no esmalte

Blocos (2 mm x 2 mm) foram obtidos a partir de uma das metades dos
blocos (4 mm x 4 mm) seccionados no sentido longitudinal e fixados com cola
adesiva em mandril para peca reta e uma camada de esmalte (50,0 £ 0,05) foi
removida [Takeshita et al., 2009; Weatherell et al.,, 1985]. Foi utilizado um
micrometro eletrénico digital com saida (Starrett, Sdo Paulo — SP) acoplado a
uma base de microscopio. O desgaste foi realizado com disco de lixa auto
adesiva (13 mm de diametro) de carbureto de silica e granulagdo 400
(Buelher), fixado em frascos de poliestireno cristal (J-10, Injeplast, Brasil). Os
frascos, apos a adigao de 1,0 mL de HCI 1,0 mol/L™", foram mantidos sob
agitacado constante durante 1 h e a seguir adicionado 1,0 mL de NaOH 1,0
mol/L'[Takeshita et al., 2009; Alves et al., 2007]. Para analise de F foi utilizado
eletrodo especifico 9409BN (ThermoScientific, Beverly, MA, EUA) e
microeletrodo de referéncia (Analyser, Sdo Paulo, Brasil) acoplados a um
analisador de ions (Orion 720A*, ThermoScientific, Beverly, MA, EUA). Os
eletrodos foram previamente calibrados com padrdes contendo 0,125 a 2,00 ug
F/mL, nas mesmas condicbes das amostras. As leituras foram realizadas com
aliquotas de 500 pL da solugao da bidpsia acrescidas com o mesmo volume de
TISAB Il. Os resultados foram expressos em pg/mm3. O calcio foi determinado
pelo método colorimétrico utilizando-se Arsenazo Ill, como descrito por Vogel et
al. [1983]. Para calibragdo, foram utilizados padrées contendo 40 a 200 ug
Ca/mL. Aliquotas de 3 pL (duplicata) foram dispostas em placas de 96 pogos
(Placa para cultura de células de fundo chato - Modelo 92096 - TPP,
Switzerland) acopladas em leitor de placas (PowerWave 340, Biotek), utilizando
comprimento de onda de 650 nm. O P foi dosado utilizando uma aliquota de
0,1 mL através do método colorimétrico descrito por Fiske, Subbarow [1925].
As leituras em duplicata foram realizadas em placas de 96 pogcos da mesma
forma que na dosagem de Ca, utilizando-se espectrofotdmetro (Hitachi U-1100
UV/Vis spectrophotometer - Hitachi High Technologies, Tokyo, Japan) no

comprimento de onda de 660 nm.
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Andlise estatistica

Foi utilizado o programa estatistico Sigmaplot® para Windows versao
12.0, com significancia ao nivel de 5%. Foram considerados como variaveis o0s
valores de %SH e concentracdo de F, Ca, P e propor¢cdo molar Ca/P no
esmalte e como fator de variacdo os dentifricios. Os resultados obtidos foram

submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade das variéncias.

4. RESULTADOS

O processo de moagem reduziu o tamanho das particulas dos pos de
TMP, sem afetar a estrutura cristalina do material. A difracdo de raios-X (DRX),
mostra os padroes de TMPnano apds 24h e 48h de moagem (Figura 1)
identificando picos mais largos devido aos cristais menores, podendo ser
utilizados para estimar um tamanho médio de particula de 24 nm para o pé

moido durante 24h e 22,7 nm para o p6 moido durante 48h.

Apos 48h

Apos 24h

Intensidade {a.u)

Micrometrico

T T Ty Y T ~T Trrr

0 15 20 25 30 35 40 45 50
26/graus

Figura 1: Grafico dos padrbes de raios-x para o

TMP micrométrico e TMP nanométrico apods

moagem de 24 horas e 48 horas.
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As concentragdes de fluor designadas como fluoreto total (FT) e fluoreto
idnico (FI) do dentifricio Placebo foram respectivamente 8,8 (0,5) e 10,7 (2,1)
ppm F. Para os dentifricios com 250 ppm F, os valores médios (DP) entre os
grupos foram 267,1 (7,3) (variando de 260,2-288,7) e 269,5 (3,7)(variando de
263,9-282,2). Para o dentifricio com 1100 ppm F, os valores médios (DP) foram
1.184,2 (41,4) e 1,178.6 (10,3) [Delbem et al., 2009].

Tabela 1: Valores de fluoreto ibnico (FI) e fluoreto total (FT) (média + dp) nos
dentifricios experimentais

s Analise
Dentifricio
FT (ppm F) FI (ppm F)

Placebo 8,8+ 0,5 (n=3) 10,7+ 2,1 (n=3)
250 2671 2695
250 + 0,05% TMP 260.2 268,9
250 + 0,05% TMPnano24 274 1 2708
250 + 0,05% TMPn 48h 2617 263.9
250+ 0,1% TMP 275,35 273,45
250 + 0,1% TMPnano24 283,1 2714
250 + 0,1% TMPnano48 2757 2767
250 + 0,25% TMP 2687 2694
250 + 0,25% TMPnano24 2693 2751
250 + 0,25% TMPnano48 2625 2682
1100 1184 .2 1178,6

Uma relacédo dose-resposta foi observada entre %SH e concentracéo de
fluoreto nos dentifricios sem TMP (Placebo, 250 ppm F e 1100 ppm F) (Figura
2). A adicao de TMP micrométrico reduziu a perda mineral quando comparado
ao seu homologo sem TMP, mostrando uma relacéo dose-resposta (Figura 2).
O efeito maximo foi observado com o dentifricio 250-0,25%TMP sendo
semelhante ao dentifricio 1100 ppmF (p < 0,05) (Figura 2). Ambos dentifricios
250-TMPnano24h e 250-TMPnano48h foram capazes de reduzir a perda
mineral em todas as concentracgdes utilizadas. O efeito maximo foi atingido, nas
concentragcbes de 0,05% e 0,1%, semelhante ao dentifricio 1100 ppm F.
Aumentando a concentracao para 0,25%, o dentifricio 250-TMPnano48h levou
a uma maior perda mineral quando comparado com o dentifricio de 1100 ppm
F (p < 0,05) (figura 2).
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Figura 2: Representagao grafica dos valores médios da porcentagem
de perda de dureza de superficie do esmalte apdés ciclagem de pH de
acordo com a concentracdo de fluoreto e TMP nos dentifricios bem
como do tamanho das particulas de TMP. Letras minusculas distintas
mostram diferenca estatistica entre as médias (Kruskal-Wallis, teste de
Student-Newman-Keuls; p < 0,05). Barras verticais denotam o erro

padrdo da média.

A Figura 3 mostra a composi¢cao mineral do esmalte de acordo com os
grupos de tratamento. O maior conteudo de F no esmalte foi observado para e
dentifricio 1100 ppm de F (figura 3 c). O TMP micrométrico a 0,25% promoveu
incorporacdo de F, mas em niveis significativamente menores do que o
dentifricio 1100 ppm de F (p < 0,05) (figura 3 c). Ambos 250-TMPnano24h e
250-TMPnano48h mostraram concentracdo de calcio, fluoreto e de Ca/P no
esmalte préximo dos valores encontrados no dentifricio 1100 ppm F (em
comparagao com o dentifricio de 250 ppm F), mas apenas quando TMPnano
foi usado na menor concentragao (0,05%) (Figuras 3 a, 3 ¢c e 3 d). O conteudo
maximo de calcio foi obtido com o dentifricio 250-TMPnano24h (figura 3 d).
Uma maior concentracédo de TMPnano comprometeu a incorporagao de calcio
e de fluoreto, bem como a proporgéo Ca/P (Figuras 3 ¢, 3 a e 3 d). O conteudo
de fosforo (P) foi aumentado pela adigdo de TMPnano (0,05%) e de TMP
micrométrico (0,25%), em niveis semelhantes aos do 1100 ppm F (figura 3 b).
A concentragao de fosforo foi reduzida quando foram usadas concentragdes

mais elevadas de TMPnano (figura 3 b).
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Figura 3: Representacdo grafica dos valores meédios de calcio (a), fosforo
inorganico (b), fluoreto (c) e propor¢céo Ca/P (d) presente no esmalte apds
ciclagem de pH de acordo com a concentracdo de fluoreto e TMP nos
dentifricios bem como do tamanho das particulas de TMP. Letras
minusculas distintas mostram diferenga estatistica entre as médias (Kruskal-
Wallis, teste de Student-Newman-Keuls; p < 0,05). Barras verticais denotam

o erro padrao da média.
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a habilidade do dentifricio 250 ppm F suplementado
com TMP nanométrico (TMPnano), em diferentes tamanhos e concentragdes,
na inibigdo da desmineralizagdo do esmalte, utilizando um modelo de ciclagem
de pH. Os resultados mostraram que a adicdo de TMPnano ao dentifricio com
250 ppm F levou a efeitos anticarie superiores quando comparado com o seu
equivalente sem TMP, atingindo o mesmo nivel do dentifricio convencional na

superficie do esmalte. Assim, a hip6tese nula foi rejeitada.

Em todas as concentragcdes de TMP, apenas a adicdo de 0,25% ao
dentifricio de 250 ppm F resultou em um decréscimo na SH% semelhante a do
1100 ppm F, confirmando observagdes anteriores [Missel et al., 2010]. A
adicdo de 0,25% de TMP ao dentifricio de 250 ppm de F dentifricio promoveu
retencdo de F no esmalte. No entanto, esta foi 48% menor quando comparado
com 1100 ppm F, e 35% maior quando comparado ao 250 ppm F, como
observado anteriormente [Missel et al., 2010]. Os dados mostram que o efeito
do TMP esta relacionado principalmente ao conteudo de Ca e P presente no
esmalte. A relacdo molar Ca/P confirma esta hipotese uma vez que foi

observada uma perda de mineral menor quanto maior a relagdao Ca/P.

Como observado anteriormente [Missel et al., 2010] e comprovado por
este estudo, a adicdo de TMP para um dentifricio de 250 ppm F ndo produziu
um efeito superior quando comparado com 1100 ppm F. A adi¢do de 0,25%
TMPnano ndo levou a um efeito anticarie superior quando comparado com
1100 ppm de F. Apesar de todas as concentragdes de TMPnano terem
promovido elevados valores de %SH (alguns semelhante ao de 1100 ppm de
F), os dados de outras variaveis (F, Ca, P e de Ca/P no esmalte) mostram que
o TMPnano melhorou o efeito da formulagdo apenas com a concentragao mais
baixa. Isto sugere que o processamento usado para sintetizar o TMPnano a
partir do TMP micrométrico promoveu particulas mais reativas com um
aumento da adsor¢ao ao esmalte, devido a reducdo do tamanho e do aumento
na area de superficie (proporcionalmente ao seu volume), o que levou a uma

alta porcentagem de atomos na superficie [Danelon et al., 2013a]. Em 0,05%,
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tanto 250-TMPnano24h e 250-TMPnano48h foram semelhantes ao dentifricio
1100 quanto a dureza da superficie de esmalte. Isto pode estar relacionado
com a concentracdo de F no esmalte que foi 50% superior em relacdo ao
dentifricio 250 ppm F, embora significativamente mais baixo do que o 1100
ppm F). Outros estudos também mostraram que o TMP aumenta retencéo de F
e Ca no esmalte quando comparado com o homélogo sem TMP [Missel et al.,
2010; Takeshita et al., 2009, 2010]. Dados da porcentagem de perda de dureza
de superficie mostraram menor desmineralizacdo quando os blocos foram
tratados com dentifricio contendo TMP. Em menor concentragéao (0,05%), isto
parece justificar o uso do TMPnano triturado por 48h e ndo o TMP micrométrico
[Missel et al., 2010].

O mecanismo de acado de TMPnano foi semelhante ao do TMP. Quando
TMPnano em 0,05% adsorve sobre o esmalte, essa interagdo pode ter alterado
a permeabilidade seletiva e a difusdo de ions no esmalte [Takeshita et al.,
2009, 2011; Favretto et al., 2013; Souza et al., 2013; van Dijk et al., 1980;
Danelon et al., 2013b; Danelon et al., 2014; Manarelli et al., 2014]. No entanto,
os dados do presente estudo mostraram que o efeito do TMP esta relacionado
principalmente ao conteudo de calcio e fosfato no esmalte, confirmados pela
proporcdo molar Ca/P. Assim, o TMPnano possivelmente retém ions
carregados positivamente de CaF* e Ca*, substituindo o Na* da estrutura
ciclica e promovendo a reducado na difusdo de acido [Takeshita et al., 2011;
Manarelli et al., 2013; Danelon et al., 2013b; Danelon et al., 2014.; Manarelli et
al.,, 2014], bem como durante os processos des-remineralizacdo levando a
formagao e ao fluxo de espécies neutras (CaHPO,® e HF®) no esmalte, as quais
apresentam o coeficiente de difusdo mil vezes maior do que os seus
homodlogos carregados [Cochrane et al., 2008]. Além disso, a elevada
porcentagem de atomos na superficie do TMPnano quando usado em
concentragdo mais elevada pode sequestrar uma quantidade maior de Ca**
(bem como CaF"), influenciando negativamente a incorporagéo destes ions
para o esmalte, o que prejudica o efeito da formulagdo [da Camara et al.,
2014]. A capacidade de complexacao de um fosfato condensado é proporcional

ao numero total de atomos de fosforo [van Wazer, Campanella, 1950].
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O presente estudo mostrou que o TMPnano sintetizado [Danelon et al.,
2013a] aumentou o efeito anticarie do dentifricio de 250 ppm F, o qual teve um
efeito significativamente menor no controle da carie em comparagdo com um
de formulagéo convencional ( 1100 ppm F). Além disso, a maior reatividade do
TMPnano provou-se vantajoso uma vez que permitiu uma redugdo em 5 vezes
da concentracdo do sal e inibiu a desmineralizacdo do esmalte de forma
comparavel aquela obtida quando 0,25%TMP foi adicionado a um dentifricio de
250 ppm F [Missel et al., 2010]. A formulagdo experimental desenvolvida
promoveu um efeito maximo na inibicdo da desmineralizagdo do esmalte,
semelhante ao dentifricio 1100 ppmF, a qual pode ser utilizada para as
pessoas em geral. Além disso, em uma abordagem de saude publica, a
reducdo em quatro vezes da concentragao de flior em comparagdo com os
dentifricios convencionais faz com que o dentifricio 250-0,05%TMPnano48h
seja uma alternativa segura para as criangas menores de seis anos de idade,
cuja ingestao de fluor a partir desta fonte €, de fato, um problema em relagao a
fluorose dental. Uma vez que, o modelo in vitro ndo reproduz as condi¢cdes
intra-orais, os resultados devem ser avaliados com cautela e posteriormente
avaliados usando um modelo de carie in situ. Além disso, o estudo da
composi¢cao inorganica e organica de biofilme pode contribuir para a

compreensao do mecanismo do TMPnano na desmineralizagdo do esmalte.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo in vitro, a adicdo TMPnano para
um dentifricio de 250 ppm F promoveu maior inibicdo da desmineralizagao do
esmalte quando comparado com o seu homologo TMP micrométrico. Também
promoveu a inibicdo da desmineralizagdo do esmalte semelhante a um

dentifricio de 1100 ppm F.
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ANEXO A

OBTENGCAO E PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

Confecgao dos blocos de esmalte bovino (4 mm x 4 mm)

1. Coroa do dente bovino incisivo central inferior, separada
da raiz através de disco diamantado de duas faces (KG
Sorensen D 91), montado em motor de bancada (Nevoni),

mantido sob refrigeracao (agua destilada/deionizada).

2. Secgao da coroa utilizando disco diamantado (série 15
HC Diamond - n. 11-4244 Buehler) separando a superficie

vestibular da lingual.

3. Face vestibular fixada na placa de acrilico.

4. Seccao da face vestibular no sentido longitudinal, na
porcdo mais plana, utilizando-se 2 discos diamantados
(série 15 HC Diamond —n. 11-4243 Buehler), montados em
cortadeira sob refrigeracdo com agua destilada/deionizada e
separados por um disco espagador de aluminio com 4 mm
de espessura. Em seguida, foi realizado o corte no sentido

transversal.
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5. Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre placa

de resina. Ao lado, bloco de esmalte dentario.

Planificacdo da dentina e polimento do esmalte

6. Bloco de esmalte fixado em disco de resina acrilica pré-
fabricada (+ 3 cm de diametro por + 8 mm de espessura),
com auxilio de cera pegajosa (Kota Ind. ¢ Com. LTDA), com

a superficie dentinaria voltada para cima.

7. Ajuste da dentina para obtencdo de superficies paralelas
entre esmalte e dentina, utilizando Politriz Beta — Grinder —
Polisher e Vector Power Head (Buehler, Lake Bluff, IL, USA)
¢ lixas de granulacdo 320 (CarbimetPaperDiscs, 30-5108-

320, Buehler),por 30 segundos sob baixa rotacdo e

refrigeracao.

8. Blocos fixados com a superficie do esmalte voltada para

cima, a qual foi polida para analise de dureza.
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Seqiiéncia do polimento de esmalte

1-

Profilaxia com pedra-pomes, agua deionizada e taga de borracha

montada em contra-angulo em baixa-rotagéo;

Polimento empregando lixas de granulagéo 600 (20 segundos), 800 (30
segundos) e 1200 (30 segundos) e refrigeracdo a agua. Limpeza em
lavadora ultrassénica e agua destilada/ deionizada por 2 minutos, entre

cada lixa;

Acabamento final com disco de papel feltro TEXMET 1000
(BuehlerPolishingCloth) durante 1 minuto com suspensé&o de diamante 1

micron base-agua (Buehler);

Lavagem durante 30 segundos com jato de agua deionizada;

Limpeza em lavadora ultrassonica Modelo 2110 (Branson, Danbury

CT,USA) com agua destilada/ deionizada (2minutos);

Lavagem durante 30 segundos com jato de agua destilada/deionizada.
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ANEXO B
ANALISE DE DUREZA SUPERFICIAL

1. MicrodurdmetroMicromet 5114 HardnessTester
(Buehler, Lake Bluff, USA e Mitutoyo Corporation,
Kanagawa, Japan), com penetrador tipo Knoop,
acoplado ao Software para analise de imagem
BuehlerOminMet (Buehler, Lake Bluff, USA).

2. Bloco de esmalte sendo submetido a determinacao
de dureza no microdurometro, carga estatica de 25
gramas e tempo de 10 segundos, para analise da

dureza de superficie.

3. Fotomicrografia das impressdes para analise de
dureza de superficie inicial e final (SHi, SHf) -
(Aumento. 100x).




ANEXO C

Esquema representativo da dosagem de fluoreto dos dentifricios

[ 100-110 mg Dentifricio + H20 deionizada q.s.p. 10 mL ]

!
Homogenizacao - vortex }
|
Suspensao - dentifricio ]
!
- I [ 0.25 ml susbensdo ]
Centrifugar 906xg 20 min. ] _
| 0.25mL HCI 2,0 mol L |
[ 0.25 mL sobrenadante ] =
I | Agitagdo 45°%/1h |
= n A
| 025mLHCI20mol L | | 0.5mL NaOH 1,0 mol L™ |
: i | ) N |
0,5mL NaOH 1,0 mol L' | | ImLTISAB I |
1 _
| imLTISABI | .
Leitura de
[ FT/mV J

[ Leitura de F/mV J
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ANEXO D

Tabela 1. Valores de fluoreto idnico (FI) e fluoreto total (FT) (média + dp) nos

dentifricios experimentais

Anilise
Dentifricio
FT (ppm F) Fl (ppm F)

Placebo 88% 05 (n=3) 10,7 2,1 (h=3)
250 267 1 2695
250 + 0,05% TMP 260,2 2689
250 + 0,05% TMPnano24 274 1 2708
250 + 0,05% TMPn 48h 261,7 2639
250+ 0,1% TMP 275,35 273,45
250 + 0,1% TMPnano24 2831 2714
250 + 0,1% TMPnano48 2757 276,7
250 + 0,25% TMP 2687 2694
250 + 0,25% TMPnano24 2693 2751
250 + 0,25% TMPnano48 2625 268,2

1100 11842 1178.,6
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ANEXO E
CICLAGEM DE pH

1. Agitador Magnético com Aquecimento TE — 081
(Piracicaba, SP - Brasil) utilizado para agitar o

dentifricio com velocidade de 50% durante 15 min.

2. Mesa Agitadora TE - 141-Orbital (Tecnal,
Piracicaba - SP, Brasil) utilizada para tratamento dos

blocos de esmalte, em rotacdo 7 durante 1 min.

3. Lavagem dos blocos de esmalte antes e apds os

tratamentos, durante 30 s com agua deionizada.
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4. Estufa para cultura bacteriologica (Olidefcz
Ribeirdo Preto — SP, Brasil) utilizada para manter os
blocos de esmalte nas solugdes de Des ¢ Re em

temperatura 37°C, durante o periodo da ciclagem.

ESQUEMA REPRESENTATIVO DA CICLAGEM DE pH

35,5 mL/bloco

Solucdo
Desmineralizadora

5 ciclos

Solucdo

Remineralizadora
17,75 mL/bloco
37°C [Vieira et al.: Caries Res 2005;38:514-520]
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ANEXO F

Preparo dos blocos para a analise de F, Ca e P no esmalte

1.Seccdao longitudinal dos blocos utilizando-se disco
diamantado (Diamond WaferingBlade, Extec —n. 12200),
montado em cortadeira sob refrigeracdo com agua
destilada/deionizada. Em seguida, uma das metades obtida
foi novamente seccionada em duas metades, ¢ uma delas

foi utilizada para a microabrasao.

2. Micrometro eletronico digital com saida (Starrett, Sao

Paulo — SP) acoplado a uma base de microscopio.

3. Fixacdo do bloco (superficie de esmalte voltada para
baixo) em mandril para peca reta estabelecendo paralelismo

com superficie plana.

4.Conjunto bloco/mandril fixado ao micrometro.
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5. Bloco de esmalte sendo submetido a microabrasdo, com

desgaste de 50 um, para posterior analise do conteudo de F, Ca

e P no esmalte.

6. P6 de esmalte presente na lixa adaptada em frascos de

poliestireno cristal (J - 10, Injeplast, Brasil), apos o desgaste.

7. Para analise do conteudo de F no esmalte utilizou-se:
Eletrodo especifico Orion 9409-BN (Orion Research, Inc.,

Beverly, MA, EUA).
Microeletrodo de referéncia (Analyser Comércio e Industria

LTDA, Sao Paulo, SP).

8.Espectrofotometro  (MicroplateSpectrophotometer  EONC
Biotek, Winooski, USA) utilizado para as dosagens de calcio e

fosforo.
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9. Dosagem de calcio. Método colorimétrico
Arsenazzo IIlI. Placa de 96 pocos com agua

deionizada + amostra + Arsenazo IIL

10. Dosagem  de  fosforo.  Método
colorimétrico. Placa de 96 pocos com agua

deionizada + amostra + molibdato + reativo

redutor.




