\/
Aavav  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp " 90L10 DE MESQUITA FILHO”

Campus de Aracatuba
Departamento de Odontologia Infantil e Social

Anelise de Souza Ishikawa

Avaliacao in situ da efetividade de um
dentifricio com concentracao reduzida de
fluoreto e suplementado com trimetafosfato de
sodio, xilitol e eritritol sobre o processo de

desmineralizacao dentaria

Aracatuba-SP

2018



Anelise de Souza Ishikawa

Avaliacao in situ da efetividade de um
dentifricio com concentracao reduzida de
fluoreto e suplementado com trimetafosfato de
sodio, xilitol e eritritol sobre o processo de

desmineralizacao dentaria

Trabalho de Conclusao de Curso
como parte dos requisitos para a
obtencao do titulo de Bacharel em
Odontologia da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba,
Universidade  Estadual Paulista

"“JUlio de Mesquita Filho".

Orientador: Prof. Titular. Alberto

Carlos Botazzo Delbem

Aracatuba-SP
2018



Dedicatoria

Dedico este trabalho,

Aos meus pais Nilza Aparecida de Souza Ishikawa e Luiz
Noboru Ishikawa, que me ndo mediram esforcos para que eu
realizasse o sonho de estudar e me formar em uma Universidade,
muitas vezes abdicando de suas proprias vontades e sonhos para
gue eu pudesse ter uma boa formacao profissional, minha eterna
gratidao e amor, se cheguei até aqui foi por que eu tive toda ajuda,
amor e apoio incondicionais de vocés. Saibam que os admiro muito
e gue me deixaram grandes valores os quais um dia pretendo

passar aos meus filhos.

Agradecimentos Especiais
A Deus,

Que iluminou meu caminho e minha vida nesta jornada, que
me deu saude e forca para superar as dificuldades, sem ele nada

seria possivel.

A0S meus irmaos,

Vitor e Lucas, vocés que sempre deram sentido a minha vida,
trazendo alegrias, muito amor, carinho e companherismo, vocés
sao minha doce inspiracao para viver, essa vitoria eu também devo

a voceés.



A0S meus avos,

Nelcina Rosa de Souza e José de Souza (in memoriam), que
foram a base para que eu pudesse caminhar, sonhar, ter amor e
todos os cuidados que uma crianga necessita, em especial a minha
avo, minha inspiracdo de mulher guerreira e melhor amiga, que
entende o meu coracao como hinguém, sei que foi Deus que uniu
nossas almas, também ao meu avo postico, Jorge Ichikawa, um ser
humano de grandes valores e acdes, por toda inspiracdo e
conselhos para que eu estudasse e trilhasse um caminho honesto,
a avo postica, Massako Ichikawa, por todo o carinho,

especialmente quando precisei morar com VOCEs.

A0S meus tios,

Gilson, Nilson, Everson, Milene, Célia, Cecilia, lone e Takeshi,
por toda ajuda para que eu conseguisse estudar, cada um no que

pode, sou muito grata a vocés.

As minhas amigas,

Simone, Larissa, Janaina, Mayra, gue mesmo longe sempre se

fizeram presente me dando forca e apoio.

A minha amiga,

Waneska, um verdadeiro anjo que Deus colocou em minha
vida, sem vocé a vida em Aracatuba teria sido muito mais dificil, sou

muito grata e levarei para sempre a nossa amizade.



As amigas companheiras de casa,

Camila e Tais, por todo o apoio, ombro, conselhos e amizade,

vocés me ajudaram muito nessa jornada.

A professora e amiga Marcelle Danelon,

Por ter me inspirado enquanto professora da minha turma e
também por toda orientacdo, dedicacdo, ensinamentos,
compreensao e por toda ajuda nos momentos dificeis, a vocé,

minha eterna gratidao e carinho.

Aos Voluntarios desta pesquisa,

Sem vocés nao teria conseguido finalizar esta pesquisa tao

importante. A ajuda de cada um foi fundamental.

A Banca Examinadora,

Agradeco a vocés por se disporem a estar presente neste dia
gue conclui uma grande jornada. A vocés meu muito obrigada
pelas dicas, correcdes, indicacoes e consideracdes que guiaram a
confeccéo final deste trabalho. Foi uma honra e um prazer imenso

dividir essa caminhada com vocés.

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba,

Na pessoa dos professores Dr. Wilson Roberto Poi, dignissimo

Diretor e Dr. Joao Eduardo Gomes Filho, dignissimo Vice-Diretor.



Aos Pacientes,

Diante da minha inexperiéncia, vocés se mostraram pacientes
e compreensivos. A vOCcés que me aceitaram sem terem me
escolhido, que assistiram com tanta paciéncia 0s meus primeiros
passos e gque com um singelo sorriso demonstraram tamanha
satisfacdo perante meu trabalho, fazendo me sentir vitoriosa e
orgulhosa por ter aprendido a licdo. Obrigada a vocés, meus
pacientes, gracas a todos deixo de ser académica e passo a ser

uma profissional da odontologia!

Ao Frigorifico Friboi,

Que permitiu a coleta dos dentes bovinos.

A todos os professores,

Pelos ensinamentos que foram ministrados e pela dedicacao,

contribuindo para minha formacgéao profissional.

E a todos aqueles que, de alguma forma contribuiram para a

elaboracao e conclusao deste trabalho,

Minha eterna gratidao.



Epigrafe

“A verdadeira viagem de descobrimento n&o consiste em

procurar novas paisagens, mas em ter novos olhos.”.

Marcel Proust



Ishikawa, A.S. Avaliacdo in situ da efetividade de um dentifricio com
concentracdo reduzida de fluoreto e suplementado com trimetafosfato de
sédio, xilitol e eritritol sobre o processo de desmineralizacao dentéaria. 2018. 42 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Aracatuba, 2018.
RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar, in situ, a capacidade uma
formulacéo dentifricia com concentracéo reduzida de F (200 ppm) e TMP (0,2%)
associado ao Xilitol (X: 16%) e Eritritol (E: 4%) em reduzir a desmineralizacao do
esmalte. Este estudo foi duplo-cego e cruzado, realizado em 4 fases
experimentais com duracdo de 7 dias cada. Voluntarios (n=12) utilizaram
dispositivos palatinos, contendo 4 blocos de esmalte selecionados pela dureza
de superficie inicial (SHi). O desafio cariogénico foi realizado com sacarose a
30% (6x/dia). Os regimes de tratamentos foram: 1) dentifricio sem F/TMP/X/E
(Placebo); 2) dentifricio com 16% Xilitol e 4% Eritritol (XE); 3) dentifricio com 200
ppmF, 0,2% TMP, 16% Xilitol e 4% Eritritol (200F/TMP/XE) e 4) dentifricio com 1100
ppm F (1100F). Ap6s cada fase determinou-se a dureza de superficie final (SHf)
para o calculo da porcentagem de perda de dureza de superficie (%SH) e a
perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN). Os dados foram
submetidos a ANOVA de medidas repetidas, seguido pelo teste Student-
Newman-Keul's (p < 0,001). O uso de 200F/TMP/XE e XE resultou em uma
diminuicdo de 32% e 19% na %SH em comparacao com 1100F. Além disso, a
capacidade de reduzir o corpo da lesdo (AKHN) foi ~ 90% maior com
200F/RMP/XE (p < 0,001) quando comparado com 1100F. Concluiu-se que a
associacao de Trimetafosfato de sodio, Xilitol e Eritritol e a um dentifricio com
concentracao reduzida de fluoreto, produziu maior efeito protetor contra a

desmineralizagéo quando comparado ao dentifricio 1100F.

Palavras-chave: Dentifricio; Fluoreto; Fosfato; Xilitol; Eritritol; Desmineralizac&o.



Ishikawa, A.S. In situ evaluation of the effectiveness of a dentifrice with reduced
concentration of fluoride and supplemented with sodium trimetaphosphate,
xylitol and erythritol on the dental demineralization process. 2018. 42 f. Trabalho
de Conclusao de Curso — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual

Paulista, Aracatuba, 2018.
Abstract

Objective: The objective of the present study was to evaluate in situ the capacity
of a dentifrice formulation with reduced concentration of F (200 ppm) and TMP
(0.2%) associated with Xylitol (X: 16%) and Erythritol (E: 4%) in reducing the enamel
demineralization. This study was double-blind and cross-over, performed in 4
experimental phases lasting 7 days each. Volunteers (n = 12) used palatine
devices, containing 4 enamel blocks selected by the initial surface hardness
(SHi). The cariogenic challenge was performed with 30% sucrose (6x/day). The
regimens of treatments were: 1) without F/TMP/Xylitol/Erythritol toothpaste
(Placebo); 2) 16% Xylitol and 4% Erythritol toothpaste (XE); 3) 200 ppm F, 0.2% TMP,
16% Xylitol and 4% Erythritol toothpaste (200F/TMP/XE) and 4) 1100 ppm F
toothpaste (1100F). After each phase the final surface hardness (SHf) was
determined for the calculation of the percentage of surface hardness loss (% SH)
and the integrated loss of subsurface hardness (AKHN). Data were submitted to
repeated measures ANOVA, followed by Student-Newman-Keul's test (p < 0.001).
The use of 200F/TMP/XE and XE resulted in a decrease of 32% and 19% in SH% as
compared to 1100F. In addition, the ability to reduce the body of the lesion
(AKHN) was ~ 20% higher with 200F/TMP/XE (p < 0.001) when compared to 1100F.
It was concluded that the association of Sodium trimetaphosphate, Xylitol and
Erythritol a toothpaste with reduced concentration of fluoride, produced a
greater protective effect against demineralization when compared to the 1100F

toothpaste.

Keywords: Toothpaste; Fluoride; Phosphate; Xylitol; Erythritol; Demineralization.
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1. Introducéo

A carie dentaria € uma doenca multifatorial que tem acompanhado a
humanidade ao longo da histéria. Resulta da colonizacao da superficie do esmalte
por microrganismos, especialmente os Streptococcus mutans que, metabolizando
carboidratos fermentaveis, principalmente sacarose, produzem Aacidos, que
desmineralizam a superficie dentaria [Forssten et al., 2010]. O uso regular de
dentifricios fluoretados (DF) comprovadamente auxiia no controle da céarie
[Marinho, 2009], desde que o produto apresente em sua formulacdo ao menos
1000 ppm F [Walsh et al., 2010]. Este efeito se relaciona a protecao conferida pelo
fluoreto (F), sendo utilizado de maneira frequente e regular [Bratthall et al., 1996].
No entanto, o uso indiscriminado de DF por criancas em periodo de
desenvolvimento dental foi considerado como um fator de risco para fluorose
dentaria [Mascarenhas, 2000]. Criancas menores de 6 anos podem ingerir em
média 57% (variando de 17 a 98%) de dentifricio colocado na escova, pois nessa
faixa etaria o reflexo da expectoracao ainda ndo esta totalmente desenvolvido
[Lima & Cury, 2001]. Assim, em criancas durante o periodo de desenvolvimento
dental, do nascimento aos 6 anos de idade, o uso de dentifricios fluoretados tem
sido considerado como um fator de risco para a fluorose dentaria [Mascarenhas &
Burt, 1998].

Dessa forma, varias recomendacoes tém sido propostas a fim de reduzir a
incidéncia de fluorose, a saber: escovacao supervisionada, pequenos orificios nas
embalagens e uso de pequenas quantidades dos dentifricios convencionais [Lima
& Cury, 2001; Hamilton, 2001; Hall et al., 2016]. Entretanto, estudos in vivo e in situ
mostram que reduzir a quantidade de dentifricios leva a uma menor
disponibilidade de fluoreto para o meio bucal [Zero et al., 2010; Hall et al., 2016;
Paiva et al., 2017] podendo influenciar a experiéncia de céarie dos individuos [Zero
et al.,, 2010]. Outra maneira de reduzir a ingestdo de F pelas criancas seria a
utiizacao de dentifricios com concentracado reduzida de F (DCRF), porém sua
eficacia e efetividade anticariogénica deve ser aumentada para ser comparavel
a de um dentifricio padréo de mercado (1100 ppm F), uma vez que alguns estudos
mostraram que dentifricios contendo 250 ppm F sdo menos efetivos que aqueles
contendo 1100 ppm F na prevencéao de carie [Koch et al., 1982; Mitropoulos et al.,
1984]. Para que um dentifricio fluoretado seja eficiente, alguns requisitos minimos

sdo necessarios como: presenca de fluoreto sollivel, concentracao suficiente,
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estabilidade e biodisponibiidade do fluoreto e a sua capacidade em inibir a
desmineralizagcéo e ativar a remineralizagéo do esmalte [ADA, 1985].

Em contrapartida, €é possivel obter-se o aumento na eficacia de
formulacdes com metade e até mesmo ¥ da concentracdo de F encontrada em
dentifricios com 1100 ppm F por meio da adicdo de fosfatos inorganico e organico
[da Camara et al., 2014; Freire et al., 2016; Missel et al., 2016]. Como produtos de
suplementacdo, o trimetafosfato de sédio (TMP) tem sido extensivamente
estudado, devido suas propriedades anticariogéncias [Takeshita et al., 2009;
Manarelli et al., 2013; Danelon et al., 2014; Takeshita et al., 2015; Takeshita et al.,
2016]. Estudos sugerem que o TMP pode estar relacionado com uma acéao local,
sendo adsorvido a superficie do esmalte, causando uma reducao na solubilidade
da hidroxiapatita e reduzindo as trocas minerais entre o0 meio e o esmalte
[Takeshita et al., 2009; Danelon et al., 2014; Takeshita et al., 2015; Takeshita et al.,
2016]. Missel et al. [2016] avaliaram in vitro a associagao de TMP nas concentragdes
de 0,25% a 1,0 em dentifricios com reduzida concentragao de fluoreto (250 ppm F)
sobre a desmineralizacao do esmalte. Os autores concluiram que essa associagcao
proporcionou acdo semelhante a de um dentifricio padrao (1100 ppm F) em
reduzir a desmineralizagcdo do esmalte dentario.

Produtos naturais também sdo conhecidos como uma potencial fonte de
agentes terapéuticos que podem ser utilizados na prevencédo da carie dentaria,
pois apresentam efeito sobre os microrganismos do biofiime. O Xilitol (X) e Eritritol
(E) sdo polidlcoois utilizados como substituto do agcucar em muitos produtos de
cuidados bucais. Nao sao cariogénico e apresentam efeitos favoraveis sobre a
saude bucal [Maguire & Rugg-Gunn, 2003; Runnel et al., 2013]. O Xilitol diminui a
acidogenicidade do biofime e o volume da placa, sendo capaz de inibir o
crescimento de S. mutans [SOderling, 2009; S6derling & Hietala-Lenkkeri, 2010]. Tém
sido incorporados principalmente em gomas de mascar, dentifricios, vernizes e
solugcdes para bochecho, apesar de estudos com dentifricios contendo Xilitol
mostrarem efeitos contraditérios sobre a saliva, placa dental e incidéncia de carie
[Bagramian et al., 2009; Mercenes et al., 2010]. Quando associado ao F apresenta
acéao adicional quando comparado ao F sozinho [Cardoso et al., 2014; Cardoso et
al., 2016]. Sua acao na remineralizacao provavelmente é devida a capacidade
de formar complexos com ions calcio na superficie dentaria, inibindo a

translocacao de calcio e fosfato dissolvidos durante a desmineralizagéao [Arends
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et al., 1984; Arends et al., 1990]. Entretanto, uma Revisao Sistematica desenvolvida
recentemente, mostrou que mais estudos devem ser conduzidos para avaliar
efetivamente o efeito do Xilitol sobre a carie dentaria [Riley et al., 2015], o que
também é suportado pela American Academy of Pediatric Dentistry (AAPD)
[2017/2018]. O Eritritol também demonstra atividade antimicrobiana e pode estar
associado a outros acucares. S6derling & Hietala-Lenkkeri [2010] um estudo in vitro,
investigaram a inibicdo do crescimento e aderéncia de células a uma superficie
de vidro lisa utilizando 2% ou 4% de Eritritol e Xilitol, demonstrando que o Eritritol
diminui a aderéncia de estreptococos orais formadores de polissacarideos (14
estirpes testadas: S. mutans (9), S. sanguinis (2), S. salivarius (2) e S. sobrinus (1). Park
et al. [2014] avaliaram o mecanismo pelo qual o Eritritol inibe o crescimento e reduz
a aderéncia de S. mutans através da avaliacdo de perfis de expressao de genes
de dlicosiltransferase (GTF) e frutosiltransferase (FTF) em S. mutans. Esses genes
envolvidos no metabolismo da sacarose, facilitam a polimerizagcéo de glicose livre
e frutose em glucanos e frutanos, respectivamente, que, por sua vez, atuam como
uma fonte de energia e barreira protetora contra toxinas bacterianas e sao
envolvidos na promocdo da adesdo de bactérias as superficies dentarias,
considerando dessa forma o Eritritol como potencial anticariogénico.

Apesar da existéncia de inUmeras estratégias preventivas para reduzir a
carie dentéaria, ainda existem populacfes infantis que concentram uma alta
prevaléncia da doenca [Narvai et al., 2006]. Sabendo-se da auséncia de estudos
que avaliem o efeito do Xilitol e Eritritol (em associacéo) em dentifricios, sobre a
microbiota bucal e desmineralizacédo do esmalte, bem como os bons resultados
obtidos com os dentifricios com concentracéo reduzida de fluoreto contendo TMP,
seria interessante testar uma formulagéo contendo estes ativos com objetivo de
melhorar o efeito anticarie dos dentifricios, principalmente quando utilizado por

pacientes que apresentam alta incidéncia da lesao.

2. Objetivo

Avaliar, in situ, a capacidade uma formulagcdo dentifricia com
concentracao reduzida de F (200 ppm) e TMP (0,2%) associado ao Xilitol (X:16%) e

Eritritol (E: 4%) em reduzir a desmineralizagéo do esmalte.
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A hipo6tese nula do estudo foi a de que o dentifricio com 200 ppm F/TMP/X/E
apresentaria similar capacidade anticariogénica quando comparado ao

dentifricio contendo 1100 ppm F.
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3. Metodologia

3.1 Delineamento Experimental

O estudo foi duplo-cego e cruzado consistindo em quatro fases com duracao de
7 dias cada e washout de 7 dias entre uma etapa e outra, para eliminar possiveis
efeitos residuais dos tratamentos [Delbem et al., 2010; do Amaral et al., 2013]. O
estudo foi inicialmente submetido ao Comité de Etica de Pesquisas em Humanos
pela Plataforma Brasil (CAAE: 83733318.0.0000.5420-Anexo A). Doze voluntéarios
comidade entre 18 e 33 anos e boa saude geral e bucal e com fluxo salivar normal
foram selecionados. Blocos de esmalte (4 mm x 4 mm, n = 192) foram obtidos de
dentes incisivos bovinos e mantidos em solugao de formol a 2%, pH 7,0 durante 30
dias antes de qualguer procedimento experimental [Delbem & Cury, 2002]. Esses
blocos tiveram sua superficie de esmalte polida, permitindo sua selecéo através
da determinacé&o da dureza de superficie inicial (SHi). A seguir confeccionou-se
dispositivos para a arcada superior com quatro espacos (4 mm x 4 mm), nos quais
foram fixados quatro blocos de esmalte bovino. Os desafios cariogénicos foram
produzidos pelo uso de solugcéo de sacarose a 30% [do Amaral et al., 2013]. Os
voluntarios foram orientados a escovar 0os dentes com o dispositivo palatino na
cavidade bucal (3x/dia) utilizando os dentifricios: 1) dentifricio sem
F/TMP/Xilitol/Eritritol (Placebo); 2) dentifricio com 16% Xilitol e 4% Eritritol (XE); 3)
dentifricio com 200 ppm F, 0,2% TMP, 16% Xilitol e 4% Eritritol (200F/XE/TMP) e 4)
dentifricio com 1100 ppm F (1100F). Ap6s cada periodo experimental, determinou-
se a dureza de superficie final (SHf), para o calculo da porcentagem da perda de
dureza de superficie (%SH) e dureza em secc¢éo longitudinal para o calculo da
perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN). Para andlise estatistica, foram
considerados como varidveis os valores de %SH e AKHN e, como fator de variacéo,

os dentifricios experimentais.

3.2 Preparacéo dos Blocos de Esmalte

Foram utilizados dentes incisivos centrais inferiores permanentes obtidos de
bovinos com idade entre 2 e 3 anos e mantidos em recipientes plasticos com
solucéo de formol a 2% pH 7,0 durante 1 més. Blocos de esmalte bovino (4 mm x 4
mm, n=192) foram obtidos a partir da porcdo mais plana da vestibular das coroas.
Apobs a obtencao dos blocos de esmalte, a dentina foi ajustada para obtencao

de superficies paralelas entre esmalte e dentina (espessura + 2 mm). Os blocos
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foram fixados em discos de resina acrilica pré-fabricada (x 3 cm de diametro 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 granulacdo 320 (CARBIMET Paper Discs,
30-5108-320, BUEHLER), peso de 2 Ibs, durante 30 segundos sob baixa rotacéao e
refrigeracado. Em seguida, os blocos foram removidos e fixados novamente com a
superficie do esmalte voltada para cima e polidos de acordo com a seguinte
sequéncia: lixa de granulagéo 600, 4 |bs, tempo de 30 segundos, refrigeracéo a
agua; lixa de granulacao 800, 4 Ibs, tempo de 30 segundos, refrigeracao 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 Suspension 1 micron Blue Color Polish Spray, Water
Base 40-6530), 4 Ibs, 1 minuto. A seguir, 0s 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 solugcao de limpeza (ULTRAMET Sonic Cleaning
Solution, BUEHLER) diluida na proporcao 20:1 em agua destilada. Durante todos 0s
procedimentos e entre um passo e outro, os blocos foram mantidos em ambiente

umedecido com formol 2% pH 7,0 [Vieira et al., 2005] (Anexo B).

3.3 Formulacédo, Determinacdo do pH e Concentracdo de F nos Dentifricios

Experimentais

Os dentifricios foram manipulados pela empresa Xlear Incorporation,
American Fork, UT, USA, contendo em sua composicéo Xilitol (X), Eritritol (E),
Trimetafosfato de sédio (TMP) e Fluoreto de sédio na concentracao de 200 ppm F
e 1100 ppm F. Um dentifricio sem adicao de F/TMP/X/E (Placebo) foi preparado.

Para determinacdo do pH cada dentifricio foi suspenso com &agua
deionizada na proporcao 1:3 (peso:peso) e realizou-se a leitura através do eletrodo
de pH (Orion 290A, Orion Research Inc., Boston, EUA), sob agitacdo constante. O F
dos dentifricios foi dosado de acordo com o método descrito por Delbem et al.
[2002]. Inicialmente pesou-se 100-110 mg de cada dentifricio, em triplicata, em

tubos de polipropileno aos quais foram acrescentadas agua deionizada até
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volume final de 10 mL. Apds homogeneizacao, para a dosagem de fluoreto total
(FT), 0,25 mL dessa suspensdo foi mantida sob agitacdo durante 1h a 45°C com
0,25 mL de HCI 2 mol Lt. Em seguida neutralizou-se com 0,5 mL de NaOH mol L1
acrescido de 1,0 mL de TISAB Il (Tampéao ajustador de forca ibnica total). Para a
dosagem de FT foi utilizado um eletrodo especifico combinado para ion F (9609 BN
— Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion 720 A), previamente calibrado com
cinco padrdes (1, 2, 4, 8 e 16 ug F/mL). Para a dosagem de fluoreto iébnico (Fl), o
restante da suspensdo de dentifricio foi submetido a centrifugacdo a 906 xg
durante 20 min. Foi pipetado 0,25 mL do sobrenadante e acrescentado 0,25 mL de
HCI 2 mol L1, 0,5 mL de NaOH mol Lt e 1,0 mL de TISAB Il e o F dosado da mesma

forma que o FT (Anexo C).

3.4 Descricao da Fase Clinica dos Grupos Experimentais

Os voluntarios deveriam preencher os seguintes critérios de inclusdo [do

Amaral et al., 2013; da Camara et al., 2015]:

a) Residirem em Londrina;

b) Apresentarem idade entre 18 a 33 anos;

c) Concordarem em participar do estudo através de consentimento livre e
informado;

d) Bom estado de saude geral;

e) Auséncia clinica de lesbes de carie ativas ou doenca periodontal.

Os critérios de exclusao inicial foram [do Amaral et al., 2013; da Camara et
al., 2015]:
a) Uso de medicamentos ou portadores de alteractes que alterem o fluxo salivar;
b) Uso de antibidticos.

Os critérios de exclusao durante o experimento:
a) Desisténcia voluntaria;
b) Alteracdo do quadro de saude com consequente alteracao do fluxo salivar ou
necessidade de uso de antibidticos.

Uma semana antes do inicio do experimento e durante o washout de 7 dias,
0s voluntarios utilizaram dentifricio Placebo (sem X/E/TMP/F). Cada dispositivo
continha quatro blocos de esmalte (dois em cada lado do dispositivo) fixados
cuidadosamente no dispositivo intrabucal com cera pegajosa Kota. Para permitir

0 acumulo de placa bacteriana sobre os blocos de esmalte, uma tela de
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polietileno foi fixada no acrilico com resina acrilica, cobrindo os blocos deixando
um espaco de 1 mm entre a tela e a superficie do esmalte. Para promover o
desafio cariogénico os voluntarios gotejaram a cada 2 horas (6x/dia) solucao de
sacarose a 30% sobre cada bloco de esmalte [do Amaral et al., 2013]. Apds o
gotejamento da sacarose, os dispositivos foram deixados por 5 minutos em repouso
antes de retornarem a cavidade bucal, a fim de que a sacarose fosse difundida
pelo biofime. A solucao de sacarose a 30% foi usada até 3 dias apds o preparo,
sendo posteriormente substituida.

Os voluntéarios foram orientados a escovar os dentes com o dispositivo
palatino na cavidade oral, e a seguir realizar a higiene apenas da parte
correspondente ao palato do dispositivo. Foram realizados quatro regimes
experimentais de 7 dias cada quando os voluntarios utilizaram os dentifricios:
1)dentifricio sem F/TMP/X/E (Placebo); 2) dentifricio com 16% Xilitol e 4% Eritritol (XE);
3) dentifricio com 200 ppm F, 0,2% TMP, 16% Xilitol e 4% Eritritol (200F/TMP/XE) e 4)
dentifricio com 1100 ppm F (1100F). O regime de escovacao foi de 3x/dia, apds as
principais refeigoes.

No 8° dia pela manha, os dispositivos palatinos foram entregues ao
pesquisador responsavel. A tela que recobre o bloco do dispositivo palatino foi
removida e o biofilme foi coletado com auxilio de curetas plasticas, tomando-se
cuidado para nao danificar os blocos de esmalte. Nos blocos de esmalte, foram
realizadas analises de dureza de superficie final (SHf), para o calculo da
porcentagem da perda de dureza de superficie (%SH) e dureza em seccao

longitudinal para o cdlculo da perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN).

3.5 Determinacao da Dureza do Esmalte

A dureza de superficie (SH) foi determinada utilizando-se o microdurbmetro
Micromet 5114 hardness tester (Buehler, Lake Bluff, USA) e o software Buehler Omni
Met (Buehler, Lake Bluff, USA), com penetrador tipo Knoop, carga estatica de 25 g
e tempo de 10 segundos. Cinco impressdes, separadas entre si por uma distancia
de 100 um, foram realizadas na regido central de cada bloco, para a analise da
dureza de superficie inicial (SHi). Ap6s o periodo experimental de 7 dias, foram
realizadas outras cinco impressdes para a analise da dureza de superficie final (SHf)
distantes a 100 um das impressoes de SHi e calculo da porcentagem de perda de

dureza de superficie (%SH). Para a analise da dureza em seccao transversal, foi
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realizada uma seccao no centro de cada bloco e uma das metades incluida em
resina acrilica e polida. Foi utilizado microdurdbmetro Micromet 5114 hardness tester
(Buehler, Lake Bluff, USA) e o software Buehler Omni Met (Buehler, Lake Bluff, USA),
carga de 5 g por 10 s. Uma sequéncia de 14 impressdes nas distancias de 5, 10, 15,
20, 25, 30, 40, 50, 70, 90, 110, 130, 220 e 330 um da superficie externa do esmalte foi
realizada na area central dos blocos [Spiguel et al., 2009]. A area integrada da
dureza (KHN x um) da lesGo até o esmalte higido foi calculada utilizando a regra
trapezoidal (Graph Pad Prism, versdo 3.02) e subtraida da area integrada da
dureza do esmalte higido obtendo a perda integrada de dureza de subsuperficie
(AKHN) (Anexo D).

3.6 Andlise Estatistica

Foi utilizado o programa estatistico Sigmaplot® para Windows versao 12.0,
com significancia ao nivel de 5%. Os valores da %SH e AKHN mostraram distribuicdo
normal (Shapiro-Wilk test) e homogénea (Cochran test). Os dados de %SH e AKHN
foram submetidos a Anova-lcritério de medidas repetidas, seguido pelo teste

Student-Newman-Keuls, para fins comparativos.
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4. Resultados

A tabela 1 mostra as concentracdes médias (dp) do F iénico (Fl), F total (FT)
e do pH (n = 3) dos dentifricios experimentais manipulados previamente ao
experimento: Placebo - 10,9 (0,4) e 10,7 (1,1); XE — 15,2 (16,8) e 16,4 (40,1);
200F/TMP/XE — 204,0 (16,8) e 210,3 (18,4); e 1100F —1127,2 (15,2) e 1182,0 (28,2). As
concentracdes de Fl e FT apresentaram-se dentro da faixa de variacao de 10% do
valor aceitavel. O valor médio do pH dos grupos foi de 7,1 (0,1) variando de 7,1 a
7,3.

Tabela 1. Valores de fluoreto iénico (Fl), total (FT) e pH (média

dp, n=3) de acordo com os Dentifricios Experimentais

Dentifricios
Experimentais FI (ppm F) FT (ppm F) pH
Placebo 10,9 (0.4) 10,7 (1,1) 7.2 (0,1)
XE 15,2 (16,8) 16,4 (40,1) Z.0000.11

200F/TMP/XE 204,0 (16.8) 210,3 (18.4) 7.1 (0,3)

1100F 1127,2(15,2) 1182,0(28.,2) Z.310.1)
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A Tabela 2 apresenta os valores da porcentagem de perda de dureza de
superficie (%SH) e perda integrada de dureza de subsuperficie (AKHN) de acordo
com os Dentifricios Experimentais. O tratamento com XE resultou em uma
diminuicdo de 64% e 18% na %SH em relacdo ao Placebo e 1100F (p < 0,001). O
tratamento com 200F/TMP/XE reduziu em aproximadamente 16% e 31 a %SH
quando comparado ao XE e 1100F (p <0,001). Além disso, a capacidade de reduzir
o corpo da lesdo (AKHN) foi ~ 93% e ~ 90% maior com 200F/TMP/XE quando

comparado com XE e 1100F respectivamente (p <0,001) (Tabela 2).

Tabela 2: Média (DP) das varidveis do esmalte (%SH e AKHN)
de acordo com os Dentifricios Experimentais

ExDpee'::::t:::is %SH (KHN) AKHN (KHN x pm)
Placebo 162,69 (7.3) 7.888,49 (651,1)

XE 122,40 (5,4) 4.602,45 (1.936,4)
200F/TMP/XE -18,8(5,1) 310,8°(328,1)
1100F 27,59 (6,2) 3.077,49 (542,5)

Letras distintas sobrescritas minusculas indicam diferenca
estatistica entre os grupos de tratamentos em cada variavel
(Anova-1 critério de medidas repetidas, Student Newman-Keuls

test, p < 0,001).
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5. Discussao

Dentifricios fluoretados podem ser usados como um veiculo de contribuicao
na melhora de saude bucal dos individuos [Cury & Tenuta, 2014], e com o objetivo
de melhorar seu efeito anticéarie, a literatura mostra o impacto do aumento das
concentragOes de F, bem como diferentes compostos adicionados em sua
composicao. Em contrapartida o aumento da exposicdo ao F pelo dentifricio
pode levar ao desenvolvimento da fluorose dentéaria [Biesbrock et al., 2001; Wong
et al., 2010], mas, por outro lado, a utilizacao de dentifricios com reduzida [F]
podem nao fornecer o mesmo efeito anticarie que um produto contendo 1100
ppm F em sua formulagéo [Walsh et al., 2001; Missel et al., 2016]. Nesse sentido, o
presente estudo objetivou avaliar a capacidade uma formulagao dentifricia com
concentragao reduzida de F (200 ppm) e TMP (0,2%) associado ao Xilitol (X: 16%) e
Eritritol (E: 4%) em reduzir a desmineralizacdo do esmalte. Os resultados
encontrados mostram que a adicado de TMP/XE ao dentifricio contendo 200 ppm
de F apresentou um maior efeito anticarie em comparacdo ao dentifricio
convencional (1100 ppm F), assim a hip6tese nula foi rejeitada.

O Xilitol e Eritritol s&o poliadlcoois utilizados como substituto do agucar em
muitos produtos de cuidados bucais, apresentando efeitos favoraveis sobre a
saude bucal [Runnel et al., 2013], com atividade anticarie. A principal acao desses
polialcoois é diminuir a acidogenicidade do biofime, o volume da placa e ser
capaz de inibir o crescimento de S. mutans [S6derling, 2009; S6derling & Hietala-
Lenkkeri, 2010]. Um estudo conduzido por Park et al. [2014] demonstrou que o Xilitol
e o Eritritol inibiram o crescimento de S. Mutans e reduziram a adesao S. mutans e
a expressdao de genes envolvidos no metabolismo da sacarose, como a
glicosiltransferase e frutosiltransferase. A maior parte das pesquisas que comparam
Xilitol com o Eritritol no biofime oral mostraram uma alta similaridade nos
mecanismos pelos quais ambos reduzem o crescimento microbiaano, producao
de acido, expressao glicosidica e génica da frutosiltransferase e adesao celular.
Miake et al. [2003], verificou através da microscopia de alta resolugdo e
microradiografia, que o Xilitol pode induzir a remineralizacdo de camadas mais
profundas de esmalte desmineralizado, facilitando o movimento e a acessibilidade
do Ca?*. Entretanto, nossos achados mostraram que na auséncia de F e associado
apenas ao FEritritol, apresenta grande efeito na reducido da desmineralizagcdo em

supericie (~18% em relagcdo ao 1100F), mas em menor grau em profundidade
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(AKHN) quando comparado ao dentifricio contendo 1100 ppm F. Esse fato pode
estar relacionado a presenca do F na composicdo, uma vez que quando associa-
se 200 ppm F ao TMP e XE, essa reducao torna-se significativamente maior sendo
~ 93% e ~ 90% (AKHN) com 200F/TMP/XE/ quando comparado com XE e 1100F
respectivamente.

Existem varios mecanismos de acao propostos ao Xilitol que confirmam sua
acao anticérie, dentre eles destacam-se: interferéncia na producao de
polissacarideos capazes de promover a adesao de bactérias a superficie dentaria
[Quirynen et al., 1989], formacao reduzida de biofime, uma vez que, o Xilitol nao
pode ser metabolizado por estreptococos como substrato na sintese de
polissacarideo, diminuindo assim o risco do desenvolvimento de carie [Thaweboon
et al., 2004], apresenta capacidade de incorporar-se nas células de S. Mutans na
forma de xilitol-5-fosfato via fosfoenolpirina sistema de fosfotransferase, resultando
na inibicdo de crescimento bacteriano e producéo acida [Nayak et al., 2014] e
apresenta um potencial remineralizante faciltando o movimento e a
acessibilidade ao calcio nos poéros da lesdo, especialmente para aquelas regides
com po6ros maiores [Miake et al., 2003], como confirmado no estudo de Cardoso
et al. [2014]. Por estas razBes, o dentifricio contendo XE pode favorecer a
remineralizagao da superficie do esmalte, assim como reduzir a desmineralizagao,
como verificado em nosso estudo, onde o tratamento com XE levou a uma
diminuicdo de 64% e 18% na %SH em relagcdo ao Placebo e 1100F, o que
possivelmente possa estar associado a diminuicao da placa dentaria cariogénica
e/ou também pela substituicdo de ions da saliva. Diferentemente dos achados
encontrados por Cardoso et al. [2016], em um estudo in situ, utilizando vernizes
como veiculo de entrega, onde os autores relatam pelos dados obtidos, que o F
pode ter dificultado a difusdo do Xilitol no esmalte e consequentemente seu efeito
remineralizante. Estudos prévios [Arends et al.,, 1984; Arends et al., 1990]
demonstraram que o F é cerca de 9 vezes mais efetivo que o Xilitol em diminuir a
desmineralizagcdo do esmalte in vitro, mas que os dois agentes apresentam
mecanismos de acao diversos, podendo ter efeito aditivo, como observado pelos
Nossos resultados.

Estudos in vitro e clinico mostram que o Eritritol também possui capacidade
em reduzir o peso da placa e adesao das bactérias orais estreptocécicas comuns

as superficies dos dentes, inibibe crescimento e atividade de bactérias associadas
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a carie, incluindo S. Mutans, diminui a expressado de genes bacterianos envolvidos
no metabolismo da sacarose e reduz a incidéncia global de céarie até 3 anos apds
o término da intervencao, como demonstrado por Falony et al. [2016]. Dois estudos
clinicos comparando o impacto do Eritritol e Xilitol no peso da placa dentaria
mostraram que o Eritritol foi mais eficaz do que o Xilitol na reducdo da biomassa
da placa [Makinen et al., 2005; Honkala et al., 2014]. Estudos clinicos randomizados,
controlados e duplo-cego, avaliaram a longo prazo, o efeito de doces contendo
Xilitol e Eritritol sobre a incidéncia de carie, demonstrando uma taxa mais lenta de
desenvolvimento e menor incidéncia no grupo Eritritol comparado ao Xilitol
[Honkala et al., 2014; Falony et al., 2016]. Uma diferenca importante que pode
explicar a maior eficacia preventiva da carie do Eritritol sobre o Xilitol, s&o os seus
pesos moleculares de 122 e 152, respectivamente. Essa diferenga poderia
favorecer ao Eritritol um maior potencial e velocidade de difus&do sobre a placa
dentaria [de Cock., 2018].

Estudos também sugerem que o TMP pode estar relacionado com uma
acao local, sendo adsorvido a superficie do esmalte, causando uma reducao na
solubilidade da hidroxiapatita e reduzindo as trocas minerais entre o meio € o
esmalte [Takeshita et al., 2009; Danelon et al., 2014; Takeshita et al., 2015; Takeshita
et al.,, 2016]. No estudo de Missel et al. [2016] os autores demonstraram que a
associacao de 0,25% TMP em dentifricios com reduzida concentracéo de F (250
ppm F) reduziu em 2,8% o corpo da lesdo de carie quando comparado ao
dentifricio 1100 ppm F, j& em nosso estudo, foi verificado que o tratamento com o
dentifricio 200F/TMP em associacdo com o XE, levou a menor desmineralizagcédo do
esmalte, tanto em superficie (%SH: ~ 31%) quanto em profundidade (AKHN: ~ 90%),
demonstrando que esta associacdo torna-se eficaz, principalmente quando
pensamos em criancas com alta atividade de céarie, e de tenra idade.

Os resultados obtidos neste estudo sdo a evidéncia inicial para encorajar
uma maior exploracdo da filosofia de multiplos mecanismos que atuam em
conjunto para a prevencao da carie. O autores percebem que estudos adicionais
sd0 necessarios para continuar investigando os beneficios do uso de multiplos
mecanismos em combinacao. Alguns exemplos de estudos futuros que sdo sendo
contemplados estdo: 1) Avaliacdo do biofime e saliva (bioquimica e
microbioldgica); 2) Avaliagdo em modelos de remineralizacao; 3) Ensaios clinicos

controlados e randomizados em diferentes populagtes com diferentes habitos de
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higiene alimentar e oral, o0 que poderia ser de grande valia para efetivamente
comprovarmos que a associagao do Xilitol/Eritritol foi fundamental para os efeitos
acima mencionados, ja que o TMP ndo apresenta efeito sobre a microbiota [Tanzer

& Hageage, 1970; Shibata & Morioka, 1982].

6. Conclusao

Concluiu-se gue a associacao de Trimetafosfato de sédio, Xilitol e Eritritol a
um dentifricio com concentracdo reduzida de fluoreto, produziu maior efeito

protetor contra a desmineralizagcdo quando comparado ao dentifricio 1100F.
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UNESP - FACULDADE DE

ODONTOLOGIA-CAMPUS DE W"‘m

ARACATUBA/ UNIVERSIDADE

Continuago do Parecer: 2.522.657

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Objetivos s@o claros e bem definidos.
A metodologia proposta ¢ capaz de atender os objetivos do estudo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O CEP aprova o projeto.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Nzo havendo pendéncias, o CEP propde a aprovagao do projeto de pesquisa salientando que,

de acordo

com a Resolugao 466 CNS de 12/12/2012 (titulo X, segdo X.1., art. 3, item b, e, titulo XI, segéo XI.2., item
d), ha necessidade de apresentagéo de relatorios semestrais, devendo o primeiro relatorio ser enviado até
01/09/2018. O CEP reitera a necessidade de entrega de uma via (n&o copia) do TCLE ao sujeito participante
da pesquisa e solicita ao pesquisador responsavel leitura da carta circular 003/2011 CONEP/CNS antes do

inicio do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 25/01/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1063673.pdf 10:33:09
Folha de Rosto FR.pdf 25/01/2018 |Marcelle Danelon Aceito

10:32:31
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 25/01/2018 |Marcelle Danelon Aceito
Assentimento / 10:25:26
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / Projeto.pdf 15/01/2018 |Marcelle Danelon Aceito
Brochura 12:29:05
Investigador

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Enderego: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA CEP: 16.015-050

UF: SP Municipio: ARACATUBA

Telefone: (18)3636-3200 Fax: (18)3636-3332 E-mail: andrebertoz@foa.unesp.br
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Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Enderego: JOSE BONIFACIO 1193

Bairro: VILA MENDONCA

UF: SP Municipio:

Telefone: (18)3636-3200

Fax:
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(18)3636-3332

ecrdenador)

16.015-050
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ANEXO B

PREPARO DOS BLOCOS DE ESMALTE

B -
‘ . M
= - »
o 3
Separagdo da
superficie
vestibular/lingual

Y

Superficie
vestibular

Colagem em

oy Blocos 4 mm x 4 mm
placas de acrilico

Politriz APL-4 Polimento do
AROTEC esmalte

Planificacdo
dentinaria



ANEXO C

DOSAGEM DE FI, FT NOS DENTIFRICIOS E DETERMINACAO DO pH

< Eletrodo especifico para pH
< Analisador de ions

Eletrodo especifico para F; Orion 9409-BN
Microeletrodo de referéncia
Analisador de fons

% o o%
DX X IR XY
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ANEXO D

DETERMINACAO DA DUREZA DO ESMALTE

SHi SHf

1

Microdurémetro Buehler
Carga 25 gramas
Tempo 10 segundos

secc3o dos blocos de Embutimento dos blocos Aspecto final dos blocos
esr‘l;\alte no sentido de esmalte com resina de esmalte
longitudinal acrilica

Microdurométro Buehler : .
Carga 5g; Tempo 10 segundos Anilise da Lesdo em Profundidade



