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Epigrafe
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Efeito do uso de enxaguatdrios com baixa concentracdo de fluoreto e
trimetafosfato de sédio sobre a erosdo do esmalte dentério bovino.
Estudo in vitro.
Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro a agao de enxaguatorios
bucais com baixa concentracdo de fluoreto e trimetafosfato de sddio sobre a
erosdo. Apos o polimento, 60 blocos de esmalte bovino (4x4mm) foram
selecionados através da dureza de superficie (SHi). Os blocos foram
submetidos, por um periodo de 5 dias, ao desafio erosivo (Sprite Zero®) 4x ao
dia/5 minutos seguido do tratamento com enxaguatérios placebo (sem fluoreto
e TMP), 225 ug F/mL, 100 pg F/g, 100 ug F/g e TMP (0,2, 0,4 e 0,6%) por 15
segundos; e foram mantidos em saliva artificial (37°C) no restante do tempo.
Apods o desafio, o desgaste do esmalte foi avaliado pela perfilometria (um) e a
dureza de superficie do esmalte (SHf) foi novamente medida. Os resultados de
dureza de superficie apds desafio erosivo (SHf) mostram maiores valores para
os grupos 100, 225, 100 TMPO0,4 e 100 TMPO0,6 (p<0,05). Menores desgastes
da superficie do esmalte foram observados com os grupos 100 TMPO0,2, 100
TMP0,4 e 100 TMPO0,6 quando comparados aos demais grupos (p<0,05).
Conclui-se que a adicdo de TMP em uma propor¢ao (ug/g) de P(TMP):F de
12:1 em uma formulagao de enxaguatério bucal (100 pg F/g) produz um efeito

anti-erosivo melhor que um enxaguatério contendo 225 ug F/g.



Efeito do uso de enxaguatdrios com baixa concentracdo de fluoreto e
trimetafosfato de sdédio sobre a erosdo do esmalte dentério bovino.
Estudo in vitro.

ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to evaluate rinsing solutions with low fluoride
(F) concentration and sodium trimetaphosphate (TMP) on enamel erosion.
Following polishing procedures, 60 enamel blocks (4x4mm) were selected using
surface hardness (SHi). The blocks were submitted during 5 days to erosive
challenges (Sprite Zero®) 4x per day/5 minutes followed by treatment with
placebo (no F or TMP), 225 ug F/mL, 100 pg F/g, 100 pyg F/g and TMP (0.2, 0.4
and 0.6%) rinsing solutions for 15 seconds and storage in artificial saliva (37°C).
The alterations of the enamel were quantified using Knoop hardness test and
profilometry (measurements in um). The results of surface hardness (SHf)
showed higher values for groups 100, 225, 100 TMP0.4 and 100 TMPO.6
(p<0.05). Groups with TMP showed values of enamel wear lower than other
groups (p<0.05). It was concluded that adding TMP in a P(TMP):F proportion
(ug/g) of 12:1 to a rinsing solution formulation (100 ug F/g) presented a greater
protective effect under erosion conditions than a rinsing solution with 225 pg
Flg.
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Introducéo

A intencédo das estratégias anti-erosivas € modificar a superficie
do dente de modo que a desmineralizagcdo erosiva seja reduzida, mesmo na
presenca de desafios acidos. Por muito tempo, o ion fluoreto foi considerado
um agente anti-erosivo, independentemente do seu contra-ion. No entanto,
estudos mais recentes provam que a eficacia do fluor no contexto de erosao é
essencialmente determinada pela natureza do composto de flior (HOVE et al.
2007, 2008; GANSS et al., 2008; MAGALHAES et al., 2008; WIEGAND et al.,
2008).

Com base na idéia de que altas concentracbes de ingredientes ativos
sdo necessarias para um efeito anti-erosivo melhor, solugdes experimentais
com concentragdes de fluor na faixa de 1000 a 1500 ppm e concentracdes de
estanho de 1400 a 2800 ppm foram investigadas (SCHLUETER et al. 2009a,
c). Estas solugbes exibiram notavel propriedade anti-erosiva, porém efeitos
adversos surgiram (SCHLUETER et al. 2009d). Posteriormente, em um
experimento in vitro, foi encontrado uma dose com concentragdes de fluor <
500 ppm e concentracdes de estanho < 2100 ppm, produzindo uma formulacao
eficaz contendo 125 ppm F como FMA, 375 ppm F como NaF e 800 ppm de Sn
SnCI2 (SCHLUETER et al. 2009e).

MORETTO et al. (2010), em um estudo in vitro, mostraram que
dentifricios contendo 5000 pg F/g e dentifricios com 500 ug F/g e 3% de
trimetafosfato de sédio apresentaram maior efeito protetor sobre o esmalte
dentario submetido a desafios acidos.

Na literatura ha poucos trabalhos que relatam o enxaguatorio
bucal no tratamento erosivo. Com isso, o presente estudo teve como objetivo
avaliar in vitro a agdo de enxaguatoérios bucais com baixa concentragdo de

fluoreto e trimetafosfato de sddio sobre a erosdo do esmalte dentario bovino.
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Material e método

Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi casualizado e o numero de
repeticoes foi calculado considerando o nivel do a-error de 5% e [B-error de
10% (www.dssresearch.com) e uma perda de 20% durante as analises dos
grupos. Para os testes com enxaguatdrios, os blocos foram divididos em 6
grupos experimentais de 10 espécimes cada, de acordo com o tratamento
(n=60). Os tratamentos foram realizados com os seguintes enxaguatorios:
placebo (sem fluoreto e TMP), 225 ug F/mL, 100 ug F/g, 100 ug F/g e TMP
(0,2, 0,4 e 0,6%). Os blocos foram submetidos ao desafio erosivo (Sprite Zero®)
4 vezes ao dia durante 5 minutos seguido do tratamento com as solugdes por
15 segundos; e foram mantidos em saliva artificial (37°C) no restante do tempo.
ApoOs os desafio erosivo, determinou-se a dureza de superficie (SHf) do
esmalte e o desgaste do esmalte foi avaliado pela perfilometria (um). Para
analise estatistica, foram considerados como variaveis os valores de SHi, SHf e

desgaste do esmalte (um) e, como fator de variagéo, os enxaguatorios.

Formulacéo e Analise de Fluoreto e pH dos Enxaquatoérios

Os enxaguatorios bucais foram manipulados em laboratério com
0s seguintes componentes: metil-p-hidroxibenzoato de sdédio, sacarinato de
sodio, glicerina e agua. Fluoreto de sédio (Merck®, Alemanha) foi acrescido as
formulacdes, exceto ao grupo placebo, até uma concentracao final de 100 ou
225 ug F/mL. As formulagbes de enxaguatérios com 100 ug F/mL tiveram
concentragdes de trimetafosfato de sédio (TMP, Sigma® - Aldrich Co., USA) de
0,0 (100); 0,2 (100 TMPO,2); 0,4 (100 TMPO0,4) e 0,6% (100 TMPO,6).

Para a dosagem dos enxaguatérios (n=3) 1 mL de cada
enxaguatorio foi dispensado em baldo volumétrico de polipropileno de 100 mL
e completado com agua destilada/deionizada, para obter 3 diluigdes de cada
solucdo de bochecho. A seguir, foram removidas duas aliquotas de 1 mL de
cada diluicao (baldo volumétrico) e colocadas em frascos de poliestireno cristal

(J-10, Injeplast, PR, Brasil), totalizando 6 amostras de cada enxaguatorio
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(DELBEM et al., 2003). A estas amostras foi acrescido 1 mL de TISAB |l e os
resultados foram expressos em pg F/mL. A determinagéo foi realizada com um
eletrodo especifico para ion F (9409 BN — Orion) e microeletrodo de referéncia
(Analyser) acoplado ao analisador de ions (Orion 720 A"), previamente
calibrado com 5 padrdes (0,25 a 4,0 ug F/mL).

O pH dos enxaguatérios foi analisado, em triplicata, com um
eletrodo de pH (2A09E-FH Analyser, Sdo Paulo, SP, Brasil) e analisador de
ions Orion 720A+.

Preparo dos blocos de esmalte

Para a realizagao deste estudo, 60 blocos de esmalte (4x4mm)
foram obtidos de dentes incisivos de bovinos mantidos em formol 2%, pH 7,0,
durante 30 dias antes de qualquer procedimento experimental. Esses blocos
tiveram suas superficies de esmalte polidas sequencialmente (lixas de
granulagao 400, 600 e 1200 - Buehler, Lake Bluff, IL, USA), para remocéao de
~200 pm da superficie do esmalte. Apds polimento, foi determinada a dureza
de superficie (SH/) do esmalte e selecionados os blocos que com dureza
Knoop entre 330,0 e 377,0 Kg/mm?. Para manter uma superficie de referéncia
durante a determinacdo do desgaste do esmalte pela perfilometria, duas

camadas de esmalte de unha foram aplicadas nas extremidades de cada bloco.

Tratamento e desafio erosivo

Durante 5 dias, blocos de esmalte foram submetidos a desafios
erosivos (Sprite®, Cia de Bebidas Ipiranga, Ribeirdo Preto, Brazil, pH 2,8), 4
vezes por dia (5 minutos cada, 10 mL/bloco). Imediatamente apds o 1° e 4°
desafio erosivo, os blocos de esmalte foram expostos a um dos enxaguatorios
bucais (5 mL/bloco, 15 segundos) a temperatura ambiente, seguido por um
periodo de 1 hora de remineralizagdo (Saliva artificial, 1,5 mmol L
Ca(NO3),'4H,0, 0,9 mmol L™ NaH,PO,-2 H,0O, 150 mmol L™ KCI, 0,1 mol L™
tampao Tris, 0,03 ppm F, pH 7,0, 5 mL/ bloco) (WEST et al., 1998; ATTIN et al.,
2001; HUGHES et al., 2002; HUNTER et al., 2003), a temperatura ambiente e
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em recipientes plasticos. Entre os desafios e os tratamentos, os blocos foram
lavados com agua deionizada e secos com papel toalha para evitar
contaminagao das solugdes. Apds os ciclos erosdo/tratamento, os blocos foram

mantidos em saliva artificial (37°C) no restante do tempo.

Anélise da dureza de superficie

A dureza de superficie, para sele¢cao dos blocos de esmalte, foi
determinada (SHj/) utilizando-se microdurbmetro Micromet 5114 hardness tester
(Buehler, Lake Bluff, USA e Mitutoyo Corporation, Kanagawa, Japan) e o
software Buehler OmniMet (Buehler, Lake Bluff, USA). Foi utilizado um
penetrador diamantado piramidal tipo Knoop, com carga estatica de 25 gramas,
por dez segundos. Foram realizadas cinco impressdes equidistantes entre si
100 pm.

Ao final do experimento, foi realizada a dureza de superficie pos-
erosdo dos blocos de esmalte utilizando o mesmo microdurbmetro com as
mesmas especificacdes. Na area exposta ao desafio erosivo, foram realizadas
5 indentagdes, com distancias aleatérias entre elas, englobando toda a

superficie do esmalte.

Determinacédo do desgaste superficial

Para determinacdo do desgaste superficial foi utilizado o
Rugosimetro Surftest SJ 401 — Mitutoyo (Mitutoyo American Corporation), com
uma ponta apalpadora esférica, acoplada a uma unidade que tem como fungao
processar e interagir as informagdes quantitativamente, fornecendo os
resultados. O rugosimetro foi conectado a um microcomputador que processa e
armazena as informacgdes pertinentes aos ensaios. Com o auxilio de um
software especifico do equipamento (Surftest) além dos dados especificos de
rugosidade, foram obtidos também os perfis das superficies testadas, sendo
estes importantes para a ilustragao e quantificagao do desgaste.

Para determinacdo da rugosidade superficial dos espécimes o
rugosimetro foi ajustado para que a ponta apalpadora do aparelho realizasse
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determinado percurso (Lt= limite de tracejamento). Foi utilizado o paradmetro de
filtragem ou minimizag&o das ondas de superficie [ponto de corte (cut off)- Lc =
1,5mm]. O parametro Ra (um) utilizado para obtengdo foi a rugosidade
aritmética que traduz o valor de todas as distancias absolutas do perfil de
rugosidade. A ponta do rugosimetro percorreu as superficies dos espécimes
passando por regides de esmalte higido (protegido) ao afetado. Apos a
determinacao do perfil, a medida do desgaste foi obtida pela distdncia em
micrébmetros entre a linha média do grafico correspondente a area protegida do
espécime (superficie de referéncia) e o pico de desgaste. Para cada bloco

foram feitas cinco medidas em diferentes areas.

Analise Estatistica

Para analise dos dados foi considerado como fator de variagao os
enxaguatorios e, como variaveis, os valores de dureza de superficie (SH/ e
SHf) e do desgaste superficial (um). O numero de repeti¢cdes final considerado
foi 10 permitindo um poder para o calculo estatistico de 95,1%. Os dados
apresentaram distribuicdo normal (Kolmogorov-Smirnov) e homogénea
(Cochran) e foram submetidos a analise de variancia (one-Way) seguida pelo
teste de Bonferroni para multiplas comparacdes. As analises foram realizadas
pelo programa estatistico BioEstat versao 5.0 para Windows com significancia

ao nivel de 5%.
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Resultados

As concentragbes médias (DP) de fluoreto (pg/g) nos
enxaguatorios experimentais placebo, 100, 225, 100 TMPO0,2, 100 TMP0,4 e
100 TMPO,6 foram, respectivamente: 2,8 (0,5), 224,3 (2,8), 99,8 (3,7), 98,5
(1,0), 100,2 (3,0) e 99,5 (1,6); todas apresentaram-se dentro do esperado
mostrando uma variagdo menor que 10%. O valor médio (DP) do pH dos
enxaguatorios experimentais placebo, 100, 225, 100 TMPO0,2, 100 TMP0,4 e
100 TMPO,6 foram, respectivamente: 7,9 (0,0), 7,9 (0,0), 7,9 (0,0), 8,0 (0,0), 7,7
(0,0), 8,0 (0,0). O valor médio (DP) da dureza de superficie antes dos desafios
erosivos (SHi), considerando todos os grupos, foi de 350,2 (12,1) Kg/mm?. N&o
houve diferenga entre os valores médios de SH/ entre os grupos experimentais
(p>0,05), sendo que a maior média foi 353,3 (13,4) e a menor 348,8 (12,6)
Kg/mm?.

Os resultados de dureza de superficie apds desafio erosivo (SHf)
mostram (Figura 1) maiores valores para os grupos 100, 225, 100 TMP04 e
100 TMPO,6 (p<0,05). Menor valor de SHf foi observado para o grupo placebo
(p<0,05). Os grupos 100 TMPO,2 e 100 TMPO,4 apresentaram dureza de

superficie semelhantes (p>0,05).
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Figura 1 — Valores de dureza de superficie (SHf, média, n=10) entre
0s grupos submetidos ao desafio erosivo. Letras distintas indicam
diferenga estatisticamente significante entre os grupos (Bonferroni;
p<0,05). As barras verticais indicam o desvio-padrdao da média.

Menores desgastes da superficie do esmalte foram observados
com os grupos 100 TMPO0,2, 100 TMP0,4 e 100 TMPO0,6 (Figura 2) quando

comparados aos demais grupos (p<0,05). O grupo placebo apresentou o maior

desgaste diferindo dos demais grupos (p<0,05).

apresentaram perda de esmalte similares (p>0,05).

Os grupos 100 e 225
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Figura 2 — Valores médios (n=10) do desgaste (um) entre os grupos
submetidos ao desafio erosivo. Letras distintas indicam diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Bonferroni; p<0,05). As
barras verticais indicam o desvio-padrao da média.
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Discussao

O presente estudo avaliou a possibilidade de enxaguatério com
reduzida concentracao de fluoreto (100 ug F/g) apresentar uma eficacia contra
a erosao dentaria. Para isto, TMP foi adicionado aos enxaguatérios, o que ja foi
demonstrado em estudo in vitro melhorar a agcao anticarie (TAKESHITA et al.,
2009) e contra a erosédo dentaria (MORETTO et al.,, 2010) de um dentifricio
com 500 ug F/g.

Baseado em resultados publicados (TAKESHITA et al., 2009;
MORETTO et al.,, 2010; MISSEL, 2010) as concentragbes de TMP foram
adequadas a concentracao de 100 ug F/g com objetivo de obter eficacia contra
a erosdo dentaria. A proporcdo (ug/g) de P(TMP):F utilizada com os
enxaguatorios contendo 100 pg F/g ficou entre 6:1 a 18:1, semelhante a faixa
de eficacia encontrada com dentifricios contendo 500 ug F/g no estudo de
TAKESHITA et al. (2009), considerando a agao anticarie. Isto foi confirmado
com os resultados do presente estudo mostrando que os enxaguatérios com
fluoreto associado ao TMP apresentaram melhores resultados quando
comparado aos enxaguatorios experimentais contendo 100 e 225 ug F/g
(Figura 2). De acordo com GONZALEZ (1971), o TMP e o F ndo competem
pelo mesmo sitio de ligacdo na superficie do esmalte, atuando de forma
distinta. Entretanto, o TMP pode interferir negativamente na agdo do F quando
utilizado em maiores concentragdes.

A adicdo de 0,2% de TMP foi suficiente para aumentar a
capacidade do F (100 ug/g) em reduzir a erosao da superficie do esmalte ao
redor de 40% quando comparado aos grupos 100 e 225 (Figura 2). Foi
observado que dentifricios contendo fluoreto de sédio promovem a formacao
de fluoreto de calcio na superficie do esmalte, sendo estes depdsitos
responsaveis pela acdo anticarie dos produtos aplicados topicamente
(SAXEGAARD e ROLLA, 1988; OGAARD, 2001). De acordo com a literatura, o
TMP pode interferir com a dissolugdo do esmalte reduzindo a perda mineral
(GONZALEZ et al, 1973; McGAUGHEY e STOWELL, 1977), bem como facilitar

a difusao de cations para o interior do esmalte (VAN DIK et al., 1980).
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Os dados de dureza mostraram que um esmalte erodido
apresenta a superficie menos amolecida quando submetido ao tratamento com
fluoreto (EISENBURGER et al., 2003; MAGALHAES et al., 2008; RIOS et al.,
2006), entretanto nao foi possivel verificar diferengas entre as concentragoes
de fluoreto (Figura 1). No presente estudo, apenas foi possivel verificar que a
presenca do fluoreto atua propiciando um esmalte menos amolecido
superficialmente (Figura 1). Porém, de acordo com MORETTO et al. (2010), é
possivel verificar uma correlagdo negativa entre o desgaste e a dureza de
superficie utilizando dentifricios placebo, 1100 yg F/g e 5000 pg F/g (r=-0.877;
p<0,001).
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Conclusao

Baseado na metodologia utilizada e nos resultados, conclui-se
que a adi¢cao de TMP em uma proporgao (ug/g) de P(TMP):F de 12:1 em uma
formulacdo de enxaguatério bucal (100 ug F/g) produz um efeito anti-erosivo

melhor que um enxaguatoério contendo 225 pg F/g.
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