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AMARAL, B. Influéncia da quantidade de dentifricio e concentracao de fluoreto
sobre a concentragao de fluor de biofilmes mistos de Streptococcus mutans e
Candida albicans in vitro. 2023. 26 f. Trabalho de Conclusédo de Curso
(Graduacédo) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2023.

RESUMO

Este estudo avaliou a influéncia da quantidade de dentifricio e concentracado de
fluoreto (F) no produto sobre a composig¢ao inorganica e pH de biofilmes mistos de
Streptococcus mutans e Candida albicans. Biofilmes foram formados e tratados 72,
78 e 96 horas apo6s o inicio de sua formacdo com suspensdes de dentifricios
fluoretados por 1 min. Os tratamentos incluiram dentifricios contendo 550 ou 1100
ppm F (550F ou 1100F, respectivamente) administrados em intensidades (i)
comparaveis: (i-1) 550F/0,08 g ou 1100F/0,04 g; (i-2) 550F/0,16 g ou 1100F/0,08 g; e
(i-3) 550F/0,32 g ou 1100F/0,16 g. Um dentifricio placebo (sem NaF, 032 g) foi
utilizado como controle negativo. Apds o ultimo tratamento, os biofilmes tiveram o
seu pH determinado, e as concentragées de F, fésforo (P) e calcio (Ca) foram
analisadas na biomassa e no fluido dos biofilmes. Os dados foram submetidos a
ANOVA ou teste de Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls
(p<0,05). Observou-se que todos os biofilmes tratados com dentifricios com F
apresentou valores de pH maiores que o placebo (PLA). Os maiores valores de pH
foram observados para os biofilmes tratados com 1100 ppm F, na intensidade 3. As
concentragbes de F (biomassa e fluido) aumentaram proporcionalmente tanto em
relacdo a concentragdo de F no dentifricio, como a quantidade aplicada. De forma
geral, 1100F resultou em concentracdes de F semelhantes a 550F para i-1 e i-2.
Para i-3, entretanto, maiores concentracdes de F foram observadas para tratamento
com 1100F. Em acréscimo, 550F aplicado a intensidades maiores (i-2 e i-3) levou a
concentracdo de F significativamente maiores na biomassa e no fluido em
comparagao a 1100F aplicado em menores intensidades (i-1 e i-2, respectivamente).
Para o Ca no fluido do biofilme, grupos tratados com dentifricios fluoretados
apresentaram valores significativamente menores que o PLA. Na biomassa, o grupo
que apresentou o menor nivel de Ca foi o 1100F, na intensidade 3. As concentragdes
de P no fluido dos biofilmes tratados com dentifricios fluoretados foram

significativamente menores que os dos biofilmes tratados com placebo, sem



diferengcas marcantes, entretanto, entre biofilmes tratados com dentifricios dentro
das mesmas concentragdes de F. Conclui-se que a intensidade do tratamento € um
parametro mais relevante que a concentragdo de F ou quantidade de dentifricio

considerados isoladamente.

Palavras—chave: Fluoretos. Biofilmes. Crianca.



AMARAL, B. Influence of the amount of toothpaste and fluoride concentration
on the fluoride concentration of mixed biofilms of Streptococcus mutans and
Candida albicans in vitro. 2023. 26 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacédo) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

This study evaluated the influence of the amount of toothpaste and fluoride (F)
concentration in the product on the inorganic composition and pH of mixed biofilms of
Streptococcus mutans and Candida albicans. Biofilms were formed and treated 72,
78 and 96 hours after the beginning of their formation with fluoridated toothpaste
suspensions for 1 min. Treatments included toothpastes containing 550 or 1100 ppm
F (550F or 1100F, respectively) administered at comparable intensities (i): (i-1)
550F/0.08 g or 1100F/0.04 g; (i-2) 550F/0.16 g or 1100F/0.08 g; and (i-3) 550F/0.32 g
or 1100F/0.16 g. A placebo toothpaste (without NaF, 032 g) was used as a negative
control. After the last treatment, the biofiims had their pH determined, and the
concentrations of F, phosphorus (P) and calcium (Ca) were analyzed in the biomass
and fluid of the biofilms. Data were submitted to ANOVA or Kruskal Wallis test,
followed by Student-Newman-Keuls test (p<0.05). It was observed that all biofilms
treated with toothpastes with F presented pH values higher than placebo (PLA). The
highest pH values were observed for biofilms treated with 1100 ppm F, at intensity 3.
The concentrations of F (biomass and fluid) increased proportionally both in relation
to the concentration of F in the toothpaste and to the amount applied. Overall, 1100F
resulted in F concentrations similar to 550F for i-1 and i-2. For i-3, however, higher F
concentrations were observed for treatment with 1100F. In addition, 550F applied at
higher intensities (i-2 and i-3) led to significantly higher F concentration in biomass
and fluid compared to 1100F applied at lower intensities (i-1 and i-2, respectively).
For Ca in the biofilm fluid, groups treated with fluoridated toothpastes presented
significantly lower values than PLA. In the biomass, the group that presented the
lowest level of Ca was the 1100F, at intensity 3. The concentrations of P in the fluid of
biofilms treated with fluoridated toothpastes were significantly lower than those of
biofilms treated with placebo, with no marked differences, however, between biofilms

treated with toothpastes within the same concentrations of F. It is concluded that the



intensity of treatment is a more relevant parameter than the concentration of F or

amount of toothpaste considered alone.

Keywords: Fluorides. Biofilms. Child.
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1 INTRODUGAO

Considerando-se a etiologia da carie dentaria, tem-se atribuido ao uso
difundido de dentifricios fluoretados como a uma das principais razdes para o
declinio na prevaléncia e incidéncia de carie dentaria no mundo, 0 que se deve, ao
fato de o método combinar os efeitos terapéuticos do fluor com a remog¢ao mecanica
do biofilme (PITTS et al., 2017). O biofiime dentario pode ser definido como uma
comunidade microbiana organizada, aderida a superficies vivas ou inertes, e
envolvido por uma matriz extracelular produzida pelas células (COSTERTON;
STEWART; GREENBERG, 1999]. Além da matriz extracelular, o biofilme dentario
possui a sua porcao liquida denominada fluido do biofiime, o qual exerce papel
fundamental na dindmica da manutengcdo da integridade mineral do dente
(MARGOLIS E MORENO, 1992).

Apesar do importante papel que a utilizacdo de F exerce sobre o controle da
céarie dentaria no mundo todo, a ingestdo em excesso de F (principalmente a partir
de dentifricios) no periodo de formagao dos dentes permanentes (i.e., especialmente
aos 2-3 anos de idade) pode levar a fluorose dentaria (WONG et al., 2010). Sendo
assim, algumas alternativas tém sido propostas com a finalidade de se minimizar a
ingestdo de F por estas fontes, as quais incluem o uso de dentifricios com
concentracdo reduzida de F. Entretanto, as evidéncias cientificas para a
recomendagcdo destes dentifricios ainda sdo inconclusivas ou até mesmo
contraditorias (SANTOS et al., 2013; WALSH et al., 2019), de forma que a prescrigao
destas formulagbes deve considerar riscos e beneficios para o paciente (PESSAN;
TOUMBA; BUZALAF, 2011).

Diante do exposto, alguns profissionais tém recomendado o uso de
dentifricios com concentragdo convencional de F (1000-1100 ug F/g), mas em
quantidades reduzidas. No entanto, um estudo avaliou as recomendacgdes de
praticas de higiene bucal de criangas por organizagdes odontologicas e pediatricas,
tendo demonstrado haver grande variagdo na quantidade de dentifricio
recomendada (DOS SANTOS; NADANOVSKY; DE OLIVEIRA, 2011). Estas
incluiram “pequena quantidade”, “borrao” (smear), “grao de ervilha”, “gréo de arroz”,
“tamanho da unha menor da mao da crianca” e “técnica transversal’. E necessario

ressaltar, entretanto, que as evidéncias disponiveis para tais recomendacdes sao
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inconsistentes. Para se maximizar os efeitos dos fluoretos na manutengao da saude
bucal, a frequéncia de escovacdo, habitos de enxague da boca, quantidade de
dentifricio utilizada e a duragdo da escovacao sao fatores a serem considerados
(PESSAN; TOUMBA; BUZALAF, 2011; ZERO et al., 2010).

A influéncia da quantidade de dentifricio utilizada e do tempo de escovacéao
sobre os niveis salivares de F, na incorporacao de F pelo esmalte, bem como na
remineralizacdo de lesdes incipientes de carie foi estudada em um modelo in situ
[ZERO et al., 2010], de acordo com o qual os autores demonstraram uma relagao
direta entre as variaveis estudadas (tempo e quantidade de dentifricio) e a
incorporacdao de F no esmalte, retencdo na saliva e remineralizacdo do esmalte.
Desta forma, o uso de 1,5 g de dentifricio (em comparacéo a 0,5 g) demonstrou ser
mais eficaz em aumentar a retencao de fluoreto nas superficies bucais, incluindo o
esmalte, o que pode, assim, ter o potencial para aumentar a eficacia do dentifricio
[ZERO et al., 2010]. Evidéncias de estudos prévios sobre a influéncia da quantidade
de dentifricio utilizada, entretanto, sdo conflitantes. Estudos retrospectivos
demonstraram n&o haver diferengas na progressao de carie (ASHLEY et al., 1999) e
na retencédo de F no biofilme dental (DUCKWORTH; MORGAN; BURCHELL, 1989)
entre individuos utilizando diferentes quantidades de dentifricio durante a
escovacgdo. Por outro lado, Den Besten e Ko (1996) demonstraram haver um
aumento 3 vezes maior na concentragao de F na saliva de criangas utilizando 1 g de
dentifricio na escovagdo, em comparagao a criangas utilizando 0,25 g. Estes autores
sugeriram, com base nestes resultados, que criangas deveriam usar quantidades
maiores de dentifricio fluoretado tdo logo ndo estejam em idade de risco para o

desenvolvimento de fluorose dentaria.

Considerando-se que a efetividade clinica de dentifricios fluoretados é
diretamente proporcional a retencédo intrabucal de F (DUCKWORTH; MORGAN;
GILBERT, 1992), estudos prévios avaliaram o impacto do uso de diferentes
quantidades de dentifricio na retencdo de F na saliva de criancas utilizando um
dentifricio fluoretado padrao (1000-1100 ug F/g) e um dentifricio com concentragao
reduzida de F (500-550 pg F/g). Um estudo avaliando a concentracéo de F na saliva
de criancas de 8-10 anos de idade, apds o uso de dentifricios contendo 0, 550 e
1100 ppm F, utilizando quantidades padronizadas equivalentes a aplicacdo do

dentifricio em toda a extensao da escova (0,5 g), pela técnica transversal (0,3 g) ou
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em quantidade semelhante a um grdo de ervilha (0,1 g), seguindo um protocolo
duplo-cego e cruzado. Foi observado que a escovagdo com um dentifricio contendo
550 ppm F aplicando a técnica transversal promove uma maior concentracdo de F
na saliva em comparagdo a um dentifricio convencional usando a quantidade
semelhante a uma ervilha (HALL et al., 2016), sugerindo que o uso de quantidades
pequenas de um dentifricio convencional pode n&o ser tao efetivo quanto o uso de
um dentifricio com concentracdo reduzida de fluor aplicado utilizando a técnica
transversal. No entanto, recentemente, um estudo com criangas de 2-3 anos
verificou que a escovagdo com um dentifricio de 1100 ppm F, aplicado a 0,16 g,
levou a concentragbes de F significativamente maiores que um dentifricio de 550
ppm F, aplicado a 0,32 g (SAMPAIO et al., 2020). Tendo em vista que as referidas
intensidades de tratamentos (i.e., quantidade de dentifricio e concentragdo de F no
produto) levavam a mesma concentragdo quantidade final de F, os autores
sugeriram que a maior ingestao de F a partir da escovagao com maior quantidade de
dentifricio, como demonstrado previamente na literatura (KOBAYASHI et al., 2011),
poderia ter levado a uma menor retencao intrabucal de F a partir destas intensidades

de tratamentos.

Apesar dos padrdes supracitados acerca das concentragdes de F na saliva de
criangas apoés utilizacado de diferentes combinagcdes de quantidades de dentifricios e
concentracdo de F no produto, informacdes sobre o efeito destas variaveis sobre
biofiimes ainda sao escassas. Diversos estudos relataram que a concentracédo de F
afetou diretamente a viruléncia e composicao de biofilmes cariogénicos formados in
vitro (PANDIT et al., 2011; 2013; 2015; 2018). No entanto, até agora nenhum estudo
avaliou a influéncia da intensidade de tratamento sobre a composi¢cao destes
biofiimes. Sendo assim, tendo em vista o importante papel que o biofiime dentario
exerce sobre o processo cariogénico, somado a escassez de informagdes sobre a
influéncia da intensidade de tratamento sobre a composicao do biofilme, a realizacao
de um trabalho semelhante aos estudos supracitados poderia trazer informacdes
relevantes acerca deste assunto. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito de slurries de dentifricios contendo 0, 550 ou 1100 ppm F, aplicados
em diferentes quantidades, sobre o pH e concentragdes de F, fésforo (P) e calcio
(Ca) em biofilmes (fluido e biomassa) mistos de Streptococcus mutans e Candida

albicans. A hipotese nula do estudo é que a quantidade de dentifricio utilizada
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durante o tratamento e a concentracdo de F no produto ndo exercem influéncia na

composic¢ao inorganica e no pH do biofilme analisado.
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2 MATERIAL E METODO

a. Preparo da saliva artificial

Foi preparada saliva artificial de acordo com Lamfon et al. (2003), conforme
modificado por Cavazana et al. (2018), com a seguinte composi¢éo, para 1 L de
agua deionizada: 2 g de extrato de levedura (Sigma-Aldrich, St Louis, EUA), 5 g de
peptona bacteriolégica (Sigma-Aldrich), 4 g de sacarose (Sigma-Aldrich), 1 g de
mucina (Sigma-Aldrich), 0,35 g de NaCl (Sigma-Aldrich), 0,2 g de CaCl, (Sigma-
Aldrich) e 0,2 g de KCI (Sigma-Aldrich). O pH da solugéo foi ajustado com NaOH 1M
para 6,8.

b. Cepas de microrganismos, condicoes de crescimento e tratamento

Foram utilizadas as seguintes cepas de referéncia da American Type Culture
Collection (ATCC): S. mutans ATCC 25175 e C. albicans ATCC 10231. Culturas dos
microrganismos mantidas a -70 °C em glicerol foram semeadas em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD; Difco, Le Pont de Claix, Franga), para C. albicans, e cultivadas por
24 horas a 37 °C. Culturas de S. mutans foram semeadas em Agar Infusdo de
Cérebro e Coracédo (BHI Agar; Difco) e incubadas em 5% de CO, a 37 °C, por 24
horas. Para C. albicans, uma algada obtida das placas de ASD foi suspendida em 10
mL de caldo Sabouraud Dextrose (Difco) e incubada a 37 °C durante a noite, sob
agitacdo de 120 rpm. Colbnias de S. mutans foram suspendidas em 10 mL de BHI
caldo (Difco) e incubadas estaticamente durante a noite em 5% de CO, a 37 °C.
Apds o periodo de incubagéo, as células fungicas e bacterianas foram recuperadas
por centrifugacdo a 8000 rpm, por 5 minutos, a 15 °C, e os pellets de células foram
lavados duas vezes com 10 mL de solugao salina (0,85% NaCl). A quantidade de
células fungicas foi ajustada para uma concentragcdo de 10’ células/mL em saliva
artificial com auxilio de uma Camara de Neubauer e um microscopio Optico,
enquanto a quantidade de células bacterianas foi ajustada espectrofotometricamente
para uma concentragdo de 108 células/mL em saliva artificial. A cada 24 h, a saliva
artificial foi renovada (CAVAZANA et al., 2018). Os biofiimes foram formados no
fundo dos pocgos de placas de microtitulacdo de 6 pocos. Para tanto, 4 mL de
suspensao foi adicionados aos pogos e as placas foram, entdo, incubadas a 37 °C

por 24 horas. Em seguida, os biofilmes foram tratados, durante 1 minuto, apds 72,
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78 e 96 h de formacgao (totalizando 3 tratamentos), de acordo com os seguintes
grupos experimentais (CAVAZANA et al., 2020).

Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de estudo conforme a quantidade de dentifricio a
ser utilizada e concentragao de fluoreto dos dentifricios

Concentragao de fluoreto

GRUPO Quantidade de dentifricio e . -
no dentifricio
1 0,32 g Placebo (sem fluoreto)
2 0,08 ¢g
3 0,16 g 550 ppm F
4 0,32 g
5 0,04 g
6 0,08 g 1100 ppm F
7 0,16 g

Fonte: Autor, 2023

c. Determinacéo de pH e Analise de F, P e Ca da biomassa e do fluido

do biofilme

Apos o ultimo tratamento, os biofilmes foram raspados com um raspador de
células (Kasvi) e transferidos, com o auxilio de uma pipeta, para microtubos
(MCT-200-C-Axygen). Os biofilmes tiveram o seu pH mensurado com auxilio de
eletrodo de pH, previamente calibrado com padrdes de pH 4 e 7. Os microtubos
contendo os biofilmes raspados foram, entdo, centrifugados (15267 x g) a 4 °C, por
5 minutos, e o fluido do biofime foi coletado (NAGATA et al., 2017). As
concentragbes de F foram analisadas usando um eletrodo especifico (Orion 9409
BN) e eletrodo de referéncia (Orion 900100), ambos acoplados a um potencidémetro
(Orion - Thermo Scientific). As curvas de calibragdo para analise de F no fluido
foram realizadas usando padrdes de 0,09, 0,18, 0,36, 0,72 e 1,44 ug F/mL (para
biofilmes tratados com solugdes livres de F) e 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 ug F/mL (para
biofilmes tratados com solugbes contendo F). Um tampao regulador de forga idnica
total (TISAB IlI) foi usado sob as mesmas condigdes que as amostras, na proporgéo
de 1:1.

As concentragdes de Ca foram determinadas por espectrofotometria em um
leitor de placas (espectrofotometro EONC da EONC, Biotek, EUA), a um
comprimento de onda de 650 nm, adaptando o método descrito por Vogel, Chow e

Brown (1983). Em resumo, o Arsenazo lll foi utilizado como reagente colorimétrico.
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Uma aliquota de 5 uL em duplicata para ambos os padroes e amostras foi misturada
com 50 uL de Arsenazo Ill e 50 yL de agua deionizada, sendo agitados por 60
segundos no leitor de microplacas, promovendo a reacdo entre a amostra e o
Arsenazo lll antes de obter as absorbancias resultantes. As concentragdes de P total
foram determinadas de acordo com o método proposto por Fiske e Subbarow
(1925).

Para a analise de F, Ca e P do biofilme total, adicionou-se 0,5 mol/L de HCI
aos microtubos contendo os biofilmes na propor¢cédo de 0,5 mL/10,0 mg de peso
umido da placa (Cury et al., 2000) e homogeneizados. A mistura resultante foi
mantida por 3 horas a temperatura ambiente e sob agitacdo constante (120 rpm) e,
em seguida, centrifugada (11000 x g), por 1 minuto (NOBRE DOS SANTOS et al.,
2002). Uma quantidade conhecida do liquido foi removida e o mesmo volume de
NaOH a 0,5 mol/L foi adicionado.

O conteudo de F da biomassa foi analisado conforme descrito anteriormente,
utilizando padrées contendo 0,09, 0,18, 0,36, 0,72 e 1,44 ug F/mL (para biofilmes
tratados com solucdes livres de F) e 0,8, 1,6, 3,2, 6,4 e 12,8 ug F/mL (para biofilmes

tratados com solugdes contendo F).

Os componentes Ca e P da biomassa também foram analisados seguindo os
mesmos métodos descritos anteriormente. O Ca foi dosado pelo método
colorimétrico de Arsenazo Ill. O P pelo método colorimétrico do Reativo Redutor
(Fiske e Subbarow, 1925).

d. Analise estatistica
Os dados de concentragdes de Ca e P no fluido do biofilme passaram nos
testes de normalidade e homogeneidade e foram submetidos a ANOVA, seguido
pelo teste de Student-Newman-Keuls. Os dados de pH, e concentracdes de F, Ca e
P na biomassa dos biofiimes e F no fluido do biofilme ndo passaram nos testes de
normalidade e homogeneidade e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Toda a anadlise estatistica foi

realizada utilizando o software SigmaPlot 12.0, adotando p<0,05.
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3 RESULTADO

A concentragdo média (desvio-padrao) de fluor iénico e total dos dentifricios
foram respectivamente de 539,4 (44,1) e 597,2 (21,1) ppm F para o dentifricio de
550 ppm F, e de 1149,7 (24,1) e 1174,3 (35,4) ppm F para o dentifricio de 1100 ppm
F. Para o dentifricio placebo (i.e., sem F, a concentracdo média (desvio-padrao) de

fldor ibnico e total foram respectivamente de 11,9 (2,1) e 12,7 (2,8) ppm F.

Observou-se que todos os biofiimes tratados com dentifricios com F,
independentemente da intensidade de tratamento, apresentaram valores de pH
maiores que o placebo. Os biofilmes tratados com 1100 ppm F, na intensidade 3

apresentaram os maiores valores de pH (Figura 1).

Figura 1 - pH dos biofilmes ap6s tratamentos de acordo com os grupos experimentais.
Letras distintas denotam diferenca entre os grupos (Teste de Student-Newman-Kels,
p<0,05, n=9)
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Grupos

Fonte: Autor, 2023

As concentragdes de F (biomassa e fluido) aumentaram proporcionalmente
tanto em relagao a concentragao de F no dentifricio, como a quantidade aplicada. De
forma geral, 1100F resultou em concentragdes de F semelhantes a 550F para i-1 e
i-2. Para i-3, entretanto, maiores concentragcdes de F foram observadas para
tratamento com 1100F. Em acréscimo, 550F aplicado a intensidades maiores (i-2 e

i-3) levou a concentracdo de F significativamente maiores na biomassa e no fluido
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em comparagdo a 1100F aplicado em menores intensidades (i-1 e i-2,
respectivamente) (Figura 2).

Figura 2 - Concentragcoes de fluoreto no fluido (A) e biomassa (B) dos biofilmes.

Letras distintas denotam diferenca significativa entre os grupos (Teste de
Student-Newman-Kels, p<0,05, n=9)
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Para as concentragdes de Ca, observou-se que, no fluido do biofilme, todos
0s grupos tratados com dentifricios fluoretados apresentaram valores
significativamente menores deste componente se comparado ao grupo PLA. Na
biomassa do biofilme, foi possivel observar que o grupo que apresentou o menor
nivel de Ca foi o grupo 1100F, na intensidade 3 (Figura 3).

Figura 3 - Concentragoes de calcio no fluido (A) e biomassa (B) dos biofilmes. Letras

distintas denotam diferenga significativa entre os grupos (Teste de
Student-Newman-Kels, p<0,05, n=9)
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Notou-se que as concentragdes de P no fluido dos biofilmes tratados com
dentifricios fluoretados foram significativamente menores que os dos biofilmes
tratados com placebo, sem diferencas marcantes, entretanto, entre biofilmes

tratados com dentifricios dentro das mesmas concentragdes de F (Figura 4).

Figura 4 - Concentragoes de fosforo no fluido (A) e biomassa (B) dos biofilmes. Letras
distintas denotam diferenga significativa entre os grupos (Teste de
Student-Newman-Kels, p<0,05, n=9)
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4 DISCUSSAO

As lacunas referentes a influéncia da intensidade de tratamento (ie.,
quantidade de dentifricio utilizada x concentracdo de F no produto) em desfechos
relacionados a carie dentaria impulsionou o desenvolvimento deste estudo. Foi
demonstrado que a composicdo inorganica e o pH de biofiimes de interesse
cariogénico (S. mutans e C. albicans) variou em fungdo de tratamentos com
dentifricios contendo fluoreto em diferentes concentracdes, aplicados em diferentes

quantidades, levando a rejeigao da hipétese nula do estudo.

Observou-se neste trabalho que os dentifricios aplicados nas menores
quantidades, independentemente da concentracdo de F no produto, levou as
menores concentragdes resultantes de F no biofilme (fluido e biomassa). Além disso,
foi demonstrado que as concentragdes de F, especialmente na biomassa do biofilme,
apresentaram-se significativamente maiores para os grupos tratados com 1100 ppm
F em comparacao a 550 ppm F, dentro das mesmas intensidades de tratamento.
Tais padrdes corroboram os encontrados em um estudo prévio, o qual demonstrou
que um dentifricio de 1100 levou a maiores concentracdes de F na saliva de bebés,
quando comparado a um dentifricio de 550 ppm F, dentro da mesma intensidade de
tratamento (SAMPAIO et al., 2020). Na ocasiéo, dentro das possiveis hipoteses, os
autores consideraram que a ingestao de dentifricio durante a escovagao, bem como
a diluicao e estabilidade do produto poderia ter influenciado os resultados
encontrados. Embora a variavel ingestdo nao tenha sido testada devido ao protocolo
in vitro deste estudo, é possivel que a segunda hipoétese tenha exercido influéncia
nos padrdes encontrados. A auséncia da variavel “ingestao”, entretanto, serviu para
evidenciar a importancia de um outro aspecto possivelmente relacionado aos
padrdées encontrados no presente estudo: a consisténcia dos slurries utilizados como
tratamentos. E razoavel pensarmos que slurries mais consistentes obtidos por meio
de intensidades de tratamentos contendo dentifricios em maior quantidade pode ter
apresentado uma maior dificuldade de penetracdo nos biofilmes, dificultando,
portanto, a incorporacdo de fluoreto. Além disso, é possivel que uma mesma
concentracdo de fluoreto disposto numa maior quantidade de dentifricio possa ter
favorecido interagdes com outros componentes dos dentifricios, prejudicando a sua

penetracao nos biofilmes.
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Interessantemente, os padrées supracitados acerca das concentracdes de F
foram refletidos nos valores de pH dos biofilmes apds os tratamentos, tendo em vista
que 1100F na intensidade 3 levou aos maiores pHs. Sabe-se que o fluoreto
apresenta capacidade tampao sobre biofilmes de S. mutans, bem como
demonstrado previamente (MARQUIS; CLOCK; MOTA-MEIRA, 2003), e confirmado
por dados recentes (SAMPAIO et al., 2022). Em resumo, HF penetra na membrana
celular bacteriana, dissociando-se em H* e F~, os quais sdo mais alcalinos que o
meio externo. Entdo, o F~ apresenta uma atividade sobre enzimas glicoliticas,
levando a redugdo na produgao acida a partir da glicdlise. Este estudo foi o primeiro
a verificar a influéncia que a quantidade de dentifricio utilizado, bem como a
concentracdo de F do produto exercem sobre o pH de biofiimes de interesse

cariogénico.

Um outro achado que merece comentario € acerca das concentragdes de Ca
na biomassa do biofilme. Foi possivel observar que os biofiimes do grupo 1100F na
maior intensidade de tratamento apresentaram valores significativamente menores
deste componente, em contraste com dados de estudos realizados in vivo com
criangcas (PESSAN et al., 2008; 2010). Embora as razdes para tais divergéncias néao
estarem claras, ressalta-se a marcante diferenca que os desenhos dos estudos
apresentam. Enquanto os estudos mencionados in vivo incluem variaveis como
enxague e fluxo salivar, no presente trabalho, os biofilmes passavam por condigbes
idénticas de enxague com agua deionizada, além nao apresentar um fluxo salivar
ativo; sendo assim, é razoavel considerar que estes aspectos podem ter influenciado
substancialmente nas concentracdes de Ca encontradas nos estudos mencionados,

bem como no presente trabalho.

Apesar dos achados mencionados acima com relagdo ao pH e das
concentragdes de F e Ca nos biofilmes, um padrdo menos demarcado foi observado
para os niveis de P nos biofiimes (fluido e biomassa). Embora a razédo para estes
dados ndo estejam bem estabelecidas, considera-se que possiveis interagdes entre
os componentes dos dentifricios com o meio de cultura (i.e., saliva artificial), possa
ter exercido influéncia neste cenario, razdo pela quais menores valores deste
componente foram observados para grupos tratados com dentifricios fluoretados,
independentemente da sua concentragao. Futuros estudos abordando esta variavel

devem ser desenvolvidos, portanto, no intuito de esclarecer tais padroes.
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Embora os padrdes encontrados nesse estudo tenham trazido informacgdes
importantes acerca da composi¢ao inorganica e pH de biofilmes apds o uso de
diferentes intensidades de tratamentos, algumas limitacbes devem ser enfatizadas.
E importante mencionar que o presente protocolo ndo incluiu uma importante
variavel envolvida no processo dinamico do meio bucal que é o clearance salivar.
Além disso, a auséncia de um substrato mineral inviabiliza extrapolacbes mais
avancadas sobre a tematica. Nesse sentido, estudos futuros envolvendo tais
variaveis podem trazer informagdes relevantes sobre as trocas i6nicas de biofilmes
com o meio bucal e substrato mineral, de acordo com diferentes protocolos de
utilizacdo de dentifricios fluoretados, considerando quantidades distintas do produto,

utilizando concentragdes variadas de F.



24

5 CONCLUSAO

Com base nas informacdes acima expostas, € possivel concluir que a
intensidade do tratamento € um parametro mais relevante que a concentracédo de F
ou quantidade de dentifricio considerados isoladamente. Os achados apresentados
neste estudo favorecem o melhor entendimento acerca desta tematica, contribuindo
para a elaboragdo de regimes de utilizagdo de dentifricios fluoretados que sejam

devidamente eficazes no controle da carie dentaria.
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