\/
aVav UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nesp " 4ULIO DE MESQUITA FILHO”

PRISCILA TONINATTO ALVES DE TOLEDO

Efeito de dentifricios com reduzida concentracao de fluoreto contendo

trimetafosfato de sédio e polidis na eroséo inicial do esmalte

ARACATUBA
2020



PRISCILA TONINATTO ALVES DE TOLEDO

Efeito de dentifricios com reduzida concentracdo de fluoreto contendo

trimetafosfato de sdédio e polidis na eroséo inicial do esmalte

Dissertacdo apresentada a Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Campus de Aracatuba, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia
Odontoldgica - Area de Concentragéo: Salde Bucal da

Crianga.

Orientadora: Prof.2 Associada Denise Pedrini

Coorientador: Prof. Titular Alberto Carlos Botazzo Delbem

ARACATUBA
2020



Catalogagéo-na-Publicagao (CIP)

Diretoria Técnica de Biblioteca e Documentacdo — FOA / UNESP

T649

Toledo, Priscila Toninatto Alves de.

Efeito de dentifricios com reduzida concentracdo de
fluoreto contendo trimetafosfato de sodio e polidis na
erosao inicial do esmalte / Priscila Toninatto Alves de
Toledo. - Aragatuba, 2020

53 f.:1il.; tab.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia de Aracatuba

Orientadora: Profa. Denise Pedrini Ostini

Coorientador: Prof. Alberto Carlos Botazzo Delbem

1. Esmalte dentario 2. Fluoretos 3. Fosfatos 4. Xilitol
5. Erosdo dentaria 6. Dentifricios I. T.

Black D27
CDD 617.645

Claudio Hideo Matsumoto — CRB-8/5550




DADOS CURRICULARES

PRISCILA TONINATTO ALVES DE TOLEDO

Nascimento 30.11.1993 - Palmeira D’Oeste - SP, Brasil

Filiacao Luiz Carlos Alves de Toledo e Marilza Aparecida Toninatto

2013/2017 Graduacdo em Odontologia pela Faculdade de Odontologia de

Aracatuba - UNESP
2018/2019 Pos-Graduacdo em Ciéncia Odontolégica, area de concentracao
Saude Bucal da Crianca, nivel de Mestrado, na Faculdade de Odontologia de

Aracatuba - UNESP

Associacbes CROSP - Conselho Regional de Odontologia do Estado de Séo Paulo

SBPQO - Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontolégica

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



DEDICATORIA

Dedico este trabalho,

Aos meus pais Marilza e Luiz Carlos, e ao meu irmao Guilherme
Obrigado pelo apoio, carinho, amor e dedicacdo para concretizacdo do meu sonho.
Dedico este trabalho principalmente para minha mae, que me deixou fisicamente cedo,
porém em pensamento, estd comigo todos os dias. Vivo e luto por vocés e para VOcés.

Amo vocés incondicionalmente.

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus
Por ser meu guia, meu alicerce, por me conceder saude e sabedoria para seguir em

frente, protegendo meu caminho e abencoando minhas conquistas.

Ao meu irméo Guilherme,
Por ser meu companheiro em toda minha jornada até aqui, andando de maos dadas,

sendo um s6. Amo vocé!

A minhavé Maria,
Obrigada pelas oracdes e apoio. A senhora € minha segunda mée e € o meu exemplo
de garra e superacdo. Nunca esquecerei tudo o que a senhora fez por mim. Eu te amo

eternamente.

A toda familia,
Obrigada pela forca, pelo apoio e pelos momentos de descontracdo. Vocés séo tudo

para mim, obrigada por fazerem parte da minha vida.

“Deus € o dono de tudo. Devo a Ele a oportunidade que tive de chegar aonde cheguei.
Muitas pessoas tém essa capacidade, mas néo tém essa oportunidade. Ele a deu para
mim, n&o sei por qué. Sei que nao posso desperdica-la”.

Ayrton Senna

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



A minha querida Orientadora,

Profa. Denise Pedrini,

Agradeco a Deus todos os dias por ter colocado a senhora em minha vida como
orientadora com seu instinto maternal. Obrigada por todo apoio, pela paciéncia,
compreensao, carinho e a confiangca que depositou em mim. Agradeco por todo
ensinamento compartilhado nesses anos. Sem vocé, nada seria possivel. Desejo que

Deus e nossa senhora a proteja e guarde. Muito obrigada por tudo professora!

Ao meu Coorientador,

Prof. Alberto Carlos Botazzo Delbem,

Por toda a colaboracdo durante a execucao do trabalho. A sua contribuicdo foi peca-
chave para o desenvolvimento e concretizacdo da pesquisa. Muito obrigada! Vocé tem

um lugar especial na minha vida.

Aos docentes da Disciplina de Odontopediatria,

Ao Professor Robson Frederico Cunha, pela oportunidade de estagiar na Bebé-Clinica,
obrigada por transmitir toda sua experiéncia e conhecimento, ao Professor Juliano Pelim
Pessan e a Professora Sandra Maria Herondina Coelho Avila de Aguiar, por todo o
conhecimento compartilhado e a Professora Cristiane Duque, por estar sempre pronta a

ajudar.

A0S meus amigos,
Mayra, Nayara, Lais, Heitor, Renan, Leonardo, Ana Paula,
Obrigada por todos os momentos que passamos juntos, pela amizade que construimos,

pelo conhecimento que me passaram. Levarei a amizade de vocés para sempre.

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



A Francyenne e ao Igor,

Obrigada por cada momento que passamos juntos, pelo apoio incondicional de vocés
dois. Eu amo muito vocés e levarei nossa amizade para sempre. A presenca de vocés
em minha vida foi/é essencial para superar todos os obstaculos que a vida colocou em

meu caminho.

Aos meus amigos da Pos-graduacao,
Aos amigos do Departamento, muito obrigada por toda forma de ajuda, pela convivéncia
alegre e por terem me recebido com tanto carinho e aten¢do, vocés tornaram esta

jornada mais agradavel.

Aos meus amigos de infancia,
Gabriel, Amanda, Marilise, Vinicius, Bianca,
Muito obrigada por todo apoio mesmo estando longe um do outro. Nossa amizade é a

mesma independente da distancia. Amo muito vocés!

Aos funcionarios do Departamento de Odontologia Infantil e Social,

Luizinho, Mario e Ricardo, por estarem sempre dispostos a ajudar.

A secdo de P6s-Graduacéo,

Cristiane, Lilian e Valéria, muito obrigada por toda atengéo e paciéncia.

A Faculdade de Odontologia de Aragatuba,

Nas pessoas dos professores: Prof. Titular Glauco Issamu Miyahara, dignissimo Diretor

e Prof. Titular Alberto Carlos Botazzo Delbem, dignissimo Vice-Diretor.

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



Ao Curso de PoOs-Graduacdo em Ciéncia Odontolégica da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP,

Na pessoa do Coordenador Prof. Assoc. Luciano Tavares Angelo Cintra.

Ao Frigorifico FRIBOI,

Pela permissao da coleta dos dentes bovinos.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES)
- Cbdigo de Financiamento 001 (Bolsa Mestrado) e PROCAD 2013 Proc.
88881.068437/2014-01, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (CNPq) (Bolsa Mestrado) e Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sdo Paulo (FAPESP) (Bolsa de Iniciacdo Cientifica),

Pela concessdo de recursos a mim e a aluna de iniciacdo cientifica Amanda Eliane

Sakamoto.

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



EPIGRAFE

“A felicidade so6 é real quando compartilhada”

Henry Thoreau

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



TOLEDO, P.T.A. Efeito de dentifricios com reduzida concentracdo de fluoreto
contendo trimetafosfato de sédio e polidis na eroséo inicial do esmalte. 2020.
53f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2020.

RESUMO
Este estudo in vitro avaliou o efeito de dentifricios contendo fluoreto (F),
trimetafosfato de sédio (TMP) e/ou xilitol e eritritol (XE) em inibir ou reparar leséo
erosiva inicial do esmalte. Blocos de esmalte bovino (n=120) foram selecionados por
dureza de superficie (SH) inicial e divididos em 5 grupos compostos por dentifricios
(24 blocos/grupo): Placebo (sem F, TMP e XE); 1100 ppm F; 16% xilitol + 4% eritritol
(XE); 200 ppm F + 0,2% TMP (200 ppm F/TMP); e 200 ppm F + 0,2% TMP + 16%
xilitol + 4% eritritol (200 ppm F/TMP/XE). Para a analise do efeito protetor, blocos
higidos (n=60) foram imersos 1x/2 minutos em suspensado de dentifricios/saliva
humana. Em seguida, os blocos foram submetidos a 4 desafios erosivos com acido
citrico (0,75%, pH 3,5) de 1 minuto cada, sob agitacdo. A seguir, a SH foi
determinada pds-tratamento (t) e apds o 1°, 2°, 3° e 4° desafios acidos erosivos (d)
para o calculo da porcentagem de variacdo da SH (%SH). Para a anélise do efeito
reparador, esmalte previamente erodido (n=60) foi tratado e submetido aos mesmos
desafios erosivos descritos anteriormente. A %SH de recuperagao (R) e %SHt foram
calculadas, bem como, a diferenca entre a %SHR e %SHd obtendo-se o A%SH para
cada desafio. Experimento adicional foi realizado para andlise da deposi¢do de
precipitados por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) em esmalte higido e
erodido. Os dados foram submetidos a analise de variancia de medidas repetidas a
dois critérios, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05). Os resultados
mostraram que o maior efeito protetor e reparador foi produzido pelo dentifricio 200
ppm F/TMP/XE quando comparado aos demais grupos (p<0,001). Os grupos 1100
ppm F e 200 ppm F/TMP apresentaram similar efeito protetor para o 1°, 2° e 3°
desafios (p>0,05), e menor quando comparados ao XE (p<0,001). O efeito protetor e
reparador foi: XE>200 ppm F/TMP>1100 ppm F>Placebo (p<0,001). Na MEV
observou-se deposicado de precipitado no esmalte para todos os grupos, formando
uma camada mais espessa e homogénea nos grupos contendo XE e/ou TMP.

Concluiu-se que dentifricio contendo 200 ppm F, TMP e polidis apresenta efeito
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protetor e reparador superior quando comparado a um dentifricio 1100 ppm F em

lesdes erosivas iniciais no esmalte.

Palavras Chave: Esmalte dentario. Fluoretos. Fosfatos. Xilitol. Erosdo dentéria.

Dentifricios.
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trimetaphosphate and polyols on initial enamel erosion. 2020. 53 f. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Odontologia de Aracgatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2020.

ABSTRACT
This in vitro study evaluated the effect of toothpaste containing fluoride (F), sodium
trimetaphosphate (TMP) and/or xylitol and erythritol (XE) in inhibit or repair initial
enamel erosion lesions. Bovine enamel blocks (n=120) were selected by initial
surface hardness (SH) and divided into 5 groups of toothpastes (n=24 blocks/group):
Placebo (no F, TMP or XE); 1100 ppm F; 16% xylitol + 4% erythritol (XE); 200 ppm F
+ 0.2% TMP (200 ppm F/TMP); and 200 ppm F + 0.2% TMP + 16% xylitol + 4%
erythritol (200 ppm F/TMP/XE). For the analysis of the protective effect, sound blocks
(n=60) were immersed in toothpaste slurry in human saliva once for 2 minutes.
Hereafter, the blocks were submitted to 4 erosive challenges in citric acid (0.75%, pH
3.5) by 1 minute, under stirring. Then, the SH was determined after treatment (t) and
after the 1st, 2nd, 3rd and 4th erosive acid challenges (d) to calculate the percentage
of change of the SH (%SH). For the analysis of the repair effect, eroded enamel
(n=60) were treated and submitted to erosive challenges as describe previously. The
recovery (R) of %SH and %SHt were calculated, as well as the difference between
the %SHR and %SHd obtaining the A%SH for each challenge. Additional
experimental was performed to analysis the deposition of precipitates by Scanning
Electronic Microscopy (SEM) on sound and eroded enamel. Variables were
submitted to two-way repeated measures analysis of variance followed by Student-
Newman-Keuls test (p<0.05). The results showed that the highest protective and
repair effect was produced by the 200 ppm F/TMP/XE toothpaste when compared to
the other groups (p<0.001). The 1100 ppm F and 200 ppm F/TMP groups had similar
protective effect for the 1st, 2nd and 3rd challenges (p>0.05), and lower when
compared to XE (p<0.001). The protective and repair effect was: XE>200 ppm
F/ITMP>1100 ppm F>Placebo (p<0.001). There were deposition of precipitates on
enamel for all groups, with a thicker layer and homogeneous for XE and/or TMP
groups. It was concluded that toothpaste containing 200 ppm F, TMP and polyols has
superior protective and repair effect when compared to 1100 ppm F toothpaste in

initial enamel erosive lesions.
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Abstract

Objectives To evaluate toothpaste containing fluoride (F), sodium trimetaphosphate
(TMP) and/or xylitol and erythritol (XE) in inhibit or repair initial enamel erosion lesion.
Materials and methods Bovine enamel blocks (n=120) were selected by surface
hardness (SH) and divided into 5 experimental groups (n=24 blocks/group): Placebo
(no F, TMP, XE); 1100 ppm F; 16% xylitol + 4% erythritol (XE); 200 ppm F + 0.2%
TMP (200 ppm F/TMP); and 200 ppm F + 0.2% TMP + 16% xylitol + 4% erythritol
(200 ppm F/TMP/XE). Sound and eroded blocks were immersed in toothpaste slurry
in human saliva once for 2 minutes. The blocks were submitted to 4 erosive
challenges in citric acid (0.75%, pH 3.5) by 1 minute, under stirring. Then, the SH
was determined after treatment (t) and after erosive challenges and precipitates were
analyzed by Scanning Electronic Microscopy (SEM). Variables were submitted to
two-way repeated measures analysis of variance followed by Student-Newman-Keuls
test (p<0.05).

Results The highest protective and repair effect was produced by the 200 ppm
F/ITMP/XE toothpaste when compared to the other groups (p<0.001). The protective
and repair effect was: XE>200 ppm F/TMP>1100 ppm F>Placebo (p<0.001).
Precipitates were present in all groups, but with a thicker layer for XE and/or TMP
groups.

Conclusions Toothpaste containing 200 ppm F, TMP and polyols has superior
protective and repair effect in initial enamel erosive lesions.

Clinical relevance The use of this toothpaste would have a major impact on initial
erosive lesions or immediately upon ingestion of acidic beverages during meals.
Keywords Dental enamel  Fluorides < Phosphates « Xylitol « Dental erosion -

Toothpastes
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Introducéo

A erosdo dentaria € definida como a perda de tecido dentario duro por um
processo quimico, basicamente sem envolvimento de bactérias [1, 2] causado por
fontes de acidos exdgenos (bebidas e alimentos acidos, drogas) e enddgenos (suco
gastrico, devido a vomito ou refluxo) [3]. Atualmente € considerada um problema
para saude bucal, com prevaléncia na denticdo decidua varia entre 30% e 50% e na
denticdo permanente (criancas/adolescentes e adultos) entre 20% e 45% [3]. Em
acréscimo, etapas avancadas desta condicdo podem prejudicar a estética e a
funcdo, afetando a qualidade de vida do paciente [4]. Portanto, é necessario
estabelecer abordagens preventivas e terapéuticas efetivas focadas na
etiopatogenicidade da lesdo. As medidas preventivas devem comecar precocemente
envolvendo orientacbes dietéticas, para reduzir a frequéncia e a severidade dos
desafios erosivos [1, 2].

A introducado de dentifricios contendo fluoreto (F) reduziu significativamente a
incidéncia de cérie dentaria [5, 6]. Entretanto, o efeito dos dentifricios fluoretados
(1100 ppm F) mostra-se limitado contra a erosao dentaria [7, 8], pois o pH de
dissolucéo do fluoreto de calcio e/ou qualquer precipitado formado a partir do F é
excedido durante o desafio acido [9-11]. Além disso, os dentifricios contendo 1100
ppm F podem levar ao desenvolvimento da fluorose dentaria, principalmente quando
utilizado por criancas nos primeiros trés anos de vida [6]. A fim de reduzir o risco da
fluorose dentaria em criancas, formulacdes de dentifricios com concentragcédo
reduzida de F é uma alternativa para a céarie dentéaria [6]. Porém, o desafio é reduzir
a concentracdo de F nas formulacdes dentifricias e aumentar o efeito do produto
contra desmineralizagdo em pH inferior a 4,0 em um meio n&o saturado em relagcao
a hidroxiapatita; o que caracteriza basicamente o desafio erosivo [9].

Uma maneira de melhorar a eficacia dos dentifricios com baixa concentracao
de F contra a erosdo dentéria € a adicdo de fosfatos inorganicos as formulagbes
[10-13]. Dentre estes, a adi¢cdo do trimetafosfato de sodio (TMP) a dentifricios com
reduzida concentracdo de F (500 ppm F ou 250 ppm F) promoveu um efeito superior
contra a erosdo do esmalte, seguido ou ndo da abrasdo por escovacdo, quando
comparado a dentifricios com 1100 ppm F [12] ou dentifricio contendo 1425 ppm F e
5% de nitrato de potassio [13], respectivamente. De acordo com esses estudos, 0

efeito € baseado na capacidade do TMP em bloquear a difusdo dos acidos para o
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interior do esmalte [10, 11, 13]. Porém, para se potencializar um efeito anticarie e
antierosivo, € necessaria uma proporcao molar F/TMP adequada.

Para melhorar o efeito antierosivo dos dentifricios com concentracdo reduzida
de F associado ao TMP, a adicdo de agentes que apresentem afinidade pelo
esmalte é preferivel. Um exemplo disso sdo os agucares alcoois (polialcoois), como
o xilitol e o eritritol, que apresentam a habilidade de penetrar no esmalte
desmineralizado e se ligar ao célcio, reduzindo a perda mineral pela eroséo [14]. Os
polidlcoois estdo presentes em plantas, frutas e vegetais, e apresentam efeito
comprovado na reducdo do metabolismo e aderéncia bacteriana [15, 16]. Porém,
associacfes dentifricias contendo 1030 ppm F e 10% xilitol ndo diferiram das
formulagbes contendo somente F contra a erosdo dentaria [14]. Além disso,
dentifricio contendo somente 10% xilitol ndo apresentou efeito contra a erosdo do
esmalte. Apesar de poucos estudos com dentifricios contendo acgucares alcoois e
erosdo dentéaria, estudos utilizando vernizes mostraram menor desgaste erosivo
quando o xilitol foi utilizado na concentragéo de 20% [17-20].

Estudo de cérie dentaria in situ [21] mostrou que uma formulacdo de dentifricio
contendo 200 ppm F, 0,2% TMP e 20% de acucares alcoois (16% xilitol e 4%
eritritol: XE) ou somente 20% de acgUcares alcoois resultou em uma diminuicdo de
32% e 19%, respectivamente, na porcentagem de perda da dureza de superficie em
comparacao ao dentifricio com 1100 ppm F. Além disso, a capacidade de reduzir o
corpo da leséo foi de aproximadamente 90% maior com 200 ppm F/XE/TMP quando
comparado ao dentifricio contendo 1100 ppm F. Entretanto, esses dentifricios foram
testados em modelos que simulam o processo da carie dentaria em meios
supersaturados em relacéo a hidroxiapatita. Assim, a capacidade do TMP em reduzir
a difusdo de acido para o interior do esmalte [13] e a habilidade do xilitol em reter
calcio na superficie [14, 22] deve ser testada em um processo de erosdo dentaria
que ndo é saturado em relacdo a hidroxiapatita [9]. No processo erosivo, €
importante que o agente apresente capacidade de adsorver-se ao substrato dentario
e ter efeito por mais tempo apos sua aplicacao.

Considerando a escassez de trabalhos avaliando o efeito da associagao de F,
TMP e polidis no processo erosivo, 0 objetivo deste estudo in vitro foi avaliar o efeito
de dentifricio de baixa concentracéo de F (200 ppm F) associado ao TMP (0,2%), XE

(16% xilitol e 4% eritritol) em inibir ou reparar lesGes erosivas iniciais do esmalte. A
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hipétese nula do estudo foi que o dentifricio contendo a associacédo de F, TMP e XE

apresenta efeito similar a um dentifricio 1100 ppm F contra eroséo inicial do esmalte.

Materiais e Métodos
Preparo dos blocos de esmalte

Blocos de esmalte (n=120; 4 mm x 4 mm) foram obtidos de incisivos bovinos a
partir da porgdo mais plana da vestibular das coroas, previamente desinfectados
com auxilio de um micro-ondas, 650 w, por 3 minutos (Micro-ondas Electrolux
MEV41, Curitiba, PR, Brasil) [23]. ApOs a obtencado dos blocos de esmalte, 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 diametro por 8 mm de espessura), com auxilio de cera
pegajosa (New Wax, Technew, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), com a superficie
dentinaria voltada para cima, sendo este conjunto levado a politriz BETA — grinder
polisher (Buehler, Lake Bluff, IL, Estados Unidos da América). Para o desgaste,
foram utilizadas lixas de granulagcdo 320 (Carbimet Paper Discs, 30-5108-320,
Buehler), peso de 4 Ibs, durante 20 segundos sob baixa rotacdo (150 rpm) e
refrigeracdo a agua.

Em seguida, os blocos foram removidos e fixados hovamente com a superficie
do esmalte voltada para cima e polida com as lixas de granulagéo 600, 800 e 1200,
4 Ibs, 30 segundos cada, sob refrigeracdo a agua. Entre cada polimento, os blocos
foram submetidos ao ultrassom (ElIma GmbH & Co KG, Elmasonic P, Alemanha), em
agua deionizada durante 20 minutos. Na sequéncia, o esmalte foi polido com papel
feltro para polimento (Polishing Cloth Buehler 40-7618) e suspensdo de diamante
(METADI Diamond Suspension 1 micron Blue Color Polish Spray, Water Base 40-
6530), 4 Ibs, durante 1 minuto. A seguir, os blocos foram lavados com jato de agua
deionizada durante 30 segundos e submetidos a lavagem em ultrassom (Elma
GmbH & Co KG, Elmasonic P, Alemanha), durante 20 minutos, imersos em solucéo
de limpeza (ULTRAMED Sonic cleaning Solution, Buehler) diluida na proporc¢éao 20:1
em agua destilada (Anexo A). Durante todos os procedimentos e entre um passo e
outro, os blocos foram mantidos em ambiente umedecido com formol 2% pH 7,0
[24]. Foram utilizados blocos com superficies de esmalte planas, sem trincas, riscos

ou hipoplasias.
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A dureza de superficie inicial (SHi) foi determinada da seguinte maneira: uma
impressao de referéncia foi realizada a uma distancia de 1000 ym (Knoop, 500 g, 10
segundos, Shimadzu HMV-2000, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao) (Anexo B) da
regido central da superficie dos blocos, para facilitar a localizacdo da impressao das
medidas de SHi. A uma distancia de 200 ym do vértice direito da maior impressao
(Figura 1), foram realizadas cinco impressdes (SHi), separadas por uma distancia de
100 um (Knoop, 25 g, 10 segundos, Shimadzu HMV-2000) [25]. Os blocos
selecionados foram os que apresentaram SHi entre 349,0 e 373,0 KHN.
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Figura 1 — llustracdo da analise da dureza no experimento protetor (A) e reparador
(B) ap6s o preparo do bloco de esmalte (SHi), pds-erosédo inicial (SHe), pos-

tratamento (SHt) e apds a realizagdo do 1°, 2°, 3° e 4° desafios &cidos (SHd).

Grupos experimentais

Apés a determinacdo de SHi, os blocos que apresentaram desvio-padréo
menor que 5% de sua média (variabilidade intra-blocos) e média individual menor
gue 5% da média calculada para todos os blocos (variabilidade inter-blocos) foram

aleatoriamente distribuidos nos 5 grupos experimentais utilizando o programa Excel
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(Microsoft Corporation, Estados Unidos da América). Os blocos de esmalte higidos
(n=60) e previamente desmineralizados (n=60) foram submetidos a um unico
tratamento com os dentifricios experimentais (12 blocos/grupo): Placebo (sem F,
TMP, XE); 1100 ppm F; 16% xilitol + 4% eritritol (XE); 200 ppm F + 0,2% TMP (200
ppm F/TMP); e 200 ppm F + 0,2% TMP + 16% xilitol + 4% eritritol (200 ppm
F/ITMP/XE). O tamanho da amostra de 12 blocos/grupo foi calculado baseado em
estudo piloto, considerando como resultado primario a dureza de superficie (KHN), a
diferenca média entre grupos e desvio-padrdo de 12 KHN e 6 KHN,
respectivamente, erro a de 0,05 e um poder (1-B) de 0,85, utilizando o programa
estatistico SigmaPlot versdo 12.0 (Systat Software Incorporation, San Jose, CA,

Estados Unidos da América).

Formulagdo dos dentifricios e determinagéo de fluoreto dos dentifricios
Os dentifricios foram manufaturados com a mesma composi¢cao basica pela
empresa Xlear Incorporation® (American Fork, UT, Estados Unidos da Ameérica)

(Tabela 1), exceto os agentes ativos.

Tabela 1 - Composicdo dos dentifricios de acordo com 0s grupos experimentais
Dentifricios (g/100g)

Ingredientes
g Placebo plplrgoF XE ZOOTFI)\%T] F/ ZQrOMpP[;)r?EF/

Agua deionizada 54,0 53,9568 36,4 53,9558 36,2558
Glicerina 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Fluoreto de sédio - 0,2432 - 0,0442 0,0442
'Sl'(gl(rjri\stafosfato de i i i 0.2 0.2
Benzoato de sbdio 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Estévia 90% 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Carboximetilcelulose 0,8 0,7 0,3 0,7 0,2
Goma Xantana 0,4 0,3 0,5 0,3 0,5
Zeodent® 124 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Zeodent® 165 16,0 16,0 14,0 16,0 14,0
Xilitol - - 16,0 - 16,0
Eritritol - - 4,0 - 4,0
Dioxido de titanio 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Lauril Glicosideo 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
dCé)Z((Jﬁl(ljirgetll taurato 1.0 1,0 1.0 1.0 1,0
Elri\{:i))rlzante (Tutti 1.0 1,0 1.0 1.0 1,0
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Para determinar as concentracfes de F total (FT) e i6nico (FI) na quantidade
adicionada, utilizou-se eletrodo especifico Orion 9409 BN (Orion Research Inc.,
Beverly, MA, Estados Unidos da América) e microeletrodo de referéncia (Analyser
Industria e Comércio, Sdo Paulo, SP, Brasil) acoplados ao analisador de ions Orion
720 A (Orion Research Inc., Beverly, MA, Estados Unidos da América), previamente
calibrado com cinco padrées. Foram pesados 100-110 mg de dentifricio em tubos de
polipropileno aos quais foi adicionada agua deionizada até o volume final de 10 mL.
Apds homogeneizacao, para a dosagem do FT, foi pipetado 0,25 mL da suspenséo
em tubo de ensaio de polipropileno ao qual foi acrescentado 0,25 mL de HCI 2
mol/L. Esta solu¢cdo permaneceu sob agitacdo durante 1h a 45°C, apés a qual foi
adicionado 0,5 mL de NaOH 1 mol/L e 1,0 mL de TISAB Il (tampéao ajustador de
forga ibnica”). Para a dosagem de Fl, a suspensao de dentifricio foi submetida a
centrifugacéo (Hanil - Combi - 514 R, Incheon, Coréia do Sul) a 1.000 xg durante 20
minutos. Pipetou-se 0,25 mL do sobrenadante e acrescentou-se 0,25 mL de HCI 2
mol/L, 0,5 mL de NaOH mol/L e 1,0 mL de TISAB Il [26] (Anexo C).

O pH de cada dentifricio foi determinado na suspensdo formada com &gua
deionizada na propor¢cdo 1:3 (peso:peso). As analises foram realizadas em
triplicatas, sob agitacdo constante, utilizando eletrodo de pH (2A09E, Analyser, S&o

Paulo, Brazil) previamente calibrado com padrbes de pH 7,0 e 4,0 [12].

Coleta da saliva humana

Saliva humana foi coletada de 6 voluntarios saudaveis (aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa, CAEE: 92746618.3.0000.5420) (Anexo D), 1 hora apds o café
da manha, que apresentaram boa saude bucal e ndo estiveram fazendo uso de
qualquer medicamento [27]. A saliva humana foi estimulada com auxilio de parafina
(Parafilm® M, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), sendo expectorada em frascos
contidos em gelo [28]. A saliva coletada foi centrifugada (Hanil - Combi - 514 R,
Incheon, South Korea) por 10 minutos, a 4°C, forca de 2.000xg. Os sobrenadantes
foram coletados, agrupados, e armazenados em frascos de 50 mL a -72°C [29]
(Anexo E). Essa temperatura mantém as propriedades da saliva humana quando em

temperatura ambiente.

Tratamento com os dentifricios e analise do efeito protetor em lesdes erosivas

iniciais
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Blocos de esmalte higido (n=60) foram imersos (2 mL/bloco) em suspenséao de
dentifricios em saliva humana (1:3 - peso:peso) apenas uma vez durante 2 minutos,
e a seguir foram lavados em agua deionizada por 30 segundos. O desafio erosivo
consistiu em imergir individualmente cada bloco de esmalte em 4 mL de acido citrico
(0,75%, pH 3,5; Synth, Brasil) sob agitacdo (100 rpm) durante 1 minuto a
temperatura ambiente, seguido de lavagem com agua deionizada durante 30
segundos [30, 31]. No total, foram realizados para cada bloco, quatro desafios
erosivos de 1 minuto cada, apds os tratamentos com os dentifricios experimentais
(Anexo F). Como os desafios acidos foram sequenciais, 0s blocos permaneceram
em recipiente imido por agua destilada/deionizada a temperatura ambiente durante
as analises de dureza de superficie. As medidas de dureza da superficie poés-
tratamento (SHt) e apos o 1°, 2°, 3° e 4° desafios erosivos (SHd) foram realizadas a
400, 600, 800, 1000 e 1200 um do vértice direito da maior impressao (Figura 1A)
para calcular a porcentagem de alteracdo da dureza de superficie (%SH=[(SHt,d-
SHi)/(SHi)]x100) [30, 31].

Tratamento com os dentifricios e analise do efeito reparador em lesdes erosivas
iniciais

Blocos de esmalte higidos (n=60) foram imersos individualmente em 4 mL de
acido citrico (0,75%, pH=3,5; Synth, Brasil) sob agitacdo (100 rpm) durante 1 minuto
a temperatura ambiente, para produzir uma leséo erosiva inicial, e lavados com agua
deionizada durante 30 segundos [30, 31]. Ap6s a determinacdo da dureza de
superficie do esmalte erodido (SHe), os blocos foram tratados com suspensdes de
dentifricios em saliva humana (1:3 - peso:peso) apenas uma vez durante 2 minutos
(2 mL/bloco), e a seguir foram lavados em agua deionizada por 30 segundos (Anexo
G). A dureza de superficie foi novamente determinada (SHt) (Figura 1B) para o
calculo da porcentagem de reparacdo do esmalte erodido (%SHR=[(SHt-SHe)/(SHi-
SHe)]x100). A seguir, os blocos foram submetidos a quatro desafios erosivos [30,
31], como descrito anteriormente, com objetivo de verificar o efeito residual dos
tratamentos. As medidas de dureza da superficie final (SHf) foram realizadas ap6s
cada desafio erosivo para calcular a %SH e, a diferenca entre %SHR e %SH foi

calculada obtendo A%SH para cada tempo.

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
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Para verificar a capacidade dos dentifricios produzirem precipitados na
superficie do esmalte, foram preparados blocos de esmalte higido e com esmalte
erodido (n=3/grupo), como descrito anteriormente. Metade da superficie foi entdo
isolada com esmalte para unhas e os blocos foram tratados com suspensfes de
dentifricios em saliva humana por 2 minutos e lavados em agua deionizada por 30
segundos. Depois disso, o esmalte para unhas foi removido com uma lamina de
bisturi e acetona e os blocos foram novamente lavados e secos com papel
absorvente. Em seguida, os blocos de esmalte foram montados em suportes para
amostras usando fita dupla face e levados para um metalizador (Quorum - Q150T E)
e cobertos com uma fina camada de ouro. As imagens de cada amostra foram
obtidas por MEV (Carl Zeiss, EVO ILS15, Carl Zeiss NTS LTD, Alemanha) (Anexo
H), com um aumento de 10.000 x a 20 kv, e foi avaliada a presenca ou nao de

precipitado na superficie do esmalte.

Analise estatistica

Grupos experimentais (Placebo, 1100 ppm F, XE, 200 ppm F/TMP e 200 ppm
F/ITMP/XE) e condicdo do esmalte (erodido, pés-tratamento, 1°, 2°, 3° e 4° desafios
erosivos) foram considerados fatores de variagdo, enquanto %SH e A%SH, como
variaveis. Os dados mostraram distribuicbes normal (teste de Shapiro-Wilk) e
homogénea (teste de Cochran) e, portanto, foram submetidos a analise de variancia
de medidas repetidas a dois critérios, seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls.
A analise foi realizada pelo software SigmaPlot (versdo 12.0, SigmaPlot, Systat

Software Incorporation, San Jose, CA, EUA) ao nivel de significancia de 5%.

Resultados

A analise de F nos dentifricios experimentais mostrou em meédia concentracdes
de FI 17% menores do esperado para os dentifricios com 200 ppm F e dentro do
proposto para os dentifricios com 1100 ppm F e sem F (Placebo e XE). Todos os

dentifricios experimentais apresentaram pH neutro (Tabela 2).
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Tabela 2 - Valores médios da concentracdo (ppm F) de fluoreto total (FT) e ibnico

(FI) e de pH nos dentifricios experimentais

ppm F nos dentifricios

Dentifricios pH
FT FI
21,4 18,0 6,98
Placebo
(1,5) (1,9) (0,04)
1107,4 1100,5 7,20
1100 ppm F
(26,3) (27,9) (0,07)
24,2 22,2 7,05
XE
(4,9) (4,0) (0,08)
200 ppm F/ 179,7 156,6 7,00
TMP (13,7) (1,6) (0,05)
200 ppm F/ 183,3 1745 6,99
TMP/XE (4,5) (5,1) (0,03)

Apds os tratamentos com os dentifricios, as %SH apresentaram valores
positivos indicando um endurecimento superficial do esmalte. O maior ganho mineral
foi obtido com o dentifricio 200 ppm F/TMP/XE (p<0,05) seguido pelos grupos XE e
200 ppm F/TMP que nao diferiram entre si (p>0,05). Os grupos placebo e 1100 ppm
F nédo diferiram entre si, porém apresentaram os menores valores (Tabela 3).

O processo erosivo (%SH) apresentou diferenca estatistica entre as condices
experimentais para cada dentifricio (Tabela 3). Considerando os desafios, o grupo
placebo apresentou a maior perda mineral (p<0,001). O dentifricio 200 ppm
F/ITMP/XE mostrou a menor perda mineral seguido pelo grupo XE (p<0,001). Os
grupos 1100 ppm F e 200 ppm F/TMP néo apresentaram diferenca nos valores de
%SH (p>0,05). No 4° desafio, todos os grupos diferiram entre si (p<0,001).
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Tabela 3 - Valores médios (DP) da porcentagem de alteracdo da dureza de

superficie (%SH) de acordo com os dentifricios e a condi¢cdo analisada em esmalte

higido (n=12)
Dentifricios
Condicéo
200 ppm F/ 200 ppm F/
Placebo 1100 ppm F XE TMP TMB/XE
Pos-trat 0,52 0,64 2,328 1,52A8B 3,54C
(0,4) (0,2) (0,6) (0,7) (0,6)
1° desafio 44" -10.8%8 -7,35¢ -10,308 4,350
(0.8) (0,9) (0,9) (1,1) (0,9)
20 desafio L4 -18,1¢° -15,2¢¢ -17,1¢8 -11,4¢P
(1,0) (1) (0,6) (1,2) (0,8)
3° desafio 208 29798 .21.29¢ 29,398 -18,60
(1,4) (1,6) 0,7) (1,2) (1,1)
4° desafio 4994 -387eE - -296°C 33,800 -23,00F
(4.2) (1,6) (1,0 (1,0) (1,2)

Letras mindsculas indicam diferenca significativa entre as condi¢cdes para cada

dentifricio. Letras maiusculas indicam auséncia de diferenca significativa entre as

meédias dos dentifricios para cada condicdo (ANOVA de medidas repetidas a dois

critérios, Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Precipitados foram observados nas imagens obtidas por MEV nas superficies

do esmalte higido apo6s o tratamento com os diferentes dentifricios (Figura 2). Uma

linha ténue de suavizacdo € observada entre a area com depdsitos e a area de

esmalte higido sem depoésitos (indicada pelas setas). A camada de depdsitos

mostrou-se fina e homogénea para todos 0s grupos.
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Figura 2 - Imagens de MEV representativas de esmalte higido tratado em diferentes
grupos: (A) Placebo, (B) 1100 ppm F, (C) XE, (D) 200 ppm F/TMP e (E) 200 ppm
F/ITMP/XE. Asterisco preto indica esmalte higido. Asterisco branco indica precipitado
formado apdés tratamento. Seta indica limite entre o esmalte higido e precipitados.

Apds a erosdao inicial, a perda de dureza de superficie ndo mostrou diferenca
entre os tratamentos com os dentifricios (p>0,05). Apds os tratamentos com 0S
dentifricios, houve reparo e ganho de dureza de superficie para todos os grupos,

entretanto com diferencas entre eles (p<0,001), com maior valor para o grupo 200
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ppm F/TMP/XE (Tabela 4). Apds os quatro desafios acidos, houve um aumento na
perda da dureza para todos os grupos (p<0,001), mas menor para 200 ppm
F/TMP/XE (p<0,001).

Tabela 4 - Valores médios (DP) da porcentagem de alteracdo da dureza de
superficie (%SH) do esmalte previamente erodido (%SHe), da reparacdo do esmalte
erodido (%SHR) e da diferenca entre %SHR e %SH po6s-desafios acidos (A%SH) de
acordo com os dentifricios e a condi¢do analisada em esmalte previamente erodido
(n=12)

Dentifricios
Condicao 200
ppm F/ 200 ppm F/
Placebo 1100 ppm F XE T™MP TMP/XE

Erodido -11,72 -11,02 -12,12 -12,02 -11,82
(%SHe) (0,7) (1,1) (1,1) (0,8) (0,3)
Pds-tratado 2,70 21,6° 30,14 25,6° 54,7f
(%SHR) (1,1) (0,9) (1,3) (0,9) (3,5)
1° desafio -8,8A 12,38 20,7€ 17,2P 49 6F
(A%SH) (1,3) (1,2) (1,7) (1,2) (3,3)
2° desafio -21,8F 6,9¢ 19,24 12,08 45,6
(A%SH) (2,0) (1,5) (2,1) (1,2) (3,8)
3° desafio -35,77 -5,0K 4.6- -1,3M 38,8N
(A%SH) (1,6) (1,3) (1,5) (1,5) (3,6)
4° desafio -48,1° -16,8° -1,6M -6,7K 31,39
(A%SH) (1,3) (1,7) (2,1) (1,4) (3,3)

Letras minusculas indicam diferenca significativa entre as condi¢cdes Erodido e Poés-
tratado e os Dentifricios. Letras maiusculas indicam diferenca significativa entre as
condi¢cdes Desafio e os Dentifricios (ANOVA de medidas repetidas a dois critérios,

Student-Newman-Keuls, p<0,05).

Precipitados foram observados pela MEV nas superficies do esmalte erodido
apos o tratamento com os diferentes dentifricios (Figura 3). Uma camada mais
espessa e homogénea foi observada com os dentifricios contendo XE e/ou TMP
(Figuras 3C, 3D e 3E).
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Figura 3 - Imagens de MEV representativas de esmalte erodido tratado pelos
diferentes dentifricios: (A) Placebo, (B) 1100 ppm F, (C) XE, (D) 200 ppm F/TMP e
(E) 200 ppm F/TMP/XE. Asterisco preto indica esmalte erodido. Asterisco branco
indica precipitado formado apds tratamento. Seta indica limite entre o esmalte

erodido e precipitados.
Discusséao

Os resultados do presente estudo mostraram que o dentifricio experimental

contendo 200 ppm F, 0,2% TMP, 16% xilitol e 4% eritritol promoveu menor
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amolecimento do esmalte quando comparado ao 1100 ppm F. Diante dos dados, a
hipétese nula foi rejeitada.

Estudos prévios mostraram que a adicdo de TMP aumenta o efeito antierosivo
de dentifricios fluoretados [13, 32], mesmo em formula¢cdes com concentracao
reduzida de fluoreto (250 ppm F) [13]. Entretanto, o presente estudo mostrou que o
dentifricio contendo 200 ppm F e 0,2% TMP nao foi superior em minimizar o
amolecimento do esmalte que o dentifricio com 1100 ppm F. A diferenca de
resultados com os dados anteriores [13] pode estar relacionada a metodologia
utilizada e a menor quantidade (-21%) de fluoreto definida para o dentifricio 200 ppm
F/TMP. A menor concentracdo de fluoreto leva alteracdo na proporcdo TMP/F,
definidas em estudos anteriores [13, 32] como necessaria para se obter efeito
antierosivo superior aos dentifricios com 1100 ppm F. Em relacdo a metodologia, no
presente estudo 0 processo erosivo ficou restrito a um estagio inicial que promove
apenas amolecimento, sem perda ou desgaste do esmalte [13, 32]. Desta forma, o
produto formado pelo tratamento com o dentifricio 1100 ppm F, que é a deposi¢cao
de uma barreira de fluoreto de célcio na superficie do esmalte [1, 33], foi tdo efetivo
guanto dentifricio contendo 200 ppm F e TMP contra a erosao inicial. Porém, quando
o tempo do desafio acido é maior que 90 segundos em processo erosivo de 2 a 5
dias [13, 32] ou 4 minutos de desafios (Tabelas 3 e 4), os depdsitos de fluoreto de
calcio mostraram nao ser suficientes para bloquear a difuséo de &cidos reduzindo o
efeito do dentifricio contendo apenas fluoreto. Isso reforca a hipétese de que o TMP
adsorvido ao esmalte forma uma camada na superficie do esmalte que blogueia a
difusdo de acido e reduz o amolecimento do esmalte [13, 32].

Considerando que o xilitol apresenta capacidade de complexar céations,
enquanto o eritritol ndo complexa cations [34], auséncia de estudos que mostrem o
efeito do eritritol sobre a perda mineral do esmalte [35], e que o xilitol corresponde a
80% do total de polidis na formulacdo, é possivel sugerir que os resultados obtidos
com o dentifricio contendo XE advém do xilitol. A presenca do eritritol na formulacéo
deve-se ao fato de apresentar uma capacidade maior em inibir o crescimento e a
aderéncia bacteriana, a formacéo de biofilme e a producdo de acidos das bactérias,
guando comparado ao xilitol [35], e que a presente formulagéo tenha efeito contra
carie dentaria [26]. Porém, relacionado a erosdo dentaria, ha apenas estudos com
xilitol que mostram resultados conflitantes que podem estar relacionados ao

tratamento, concentracdo do poliol e modelo de desafio erosivo [14, 17, 19].
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Dentifricios contendo xilitol (10% de xilitol associado ou ndo a 1030 ppm F) foram
incapazes de reduzir a erosdo do esmalte [14]. A mesma ineficiéncia foi observada
com a adicdo de 25% de xilitol ao agente erosivo [17]. Em contraste, outro estudo
mostrou que solucdo contendo 20% de xilitol apresentou efeito antierosivo, enquanto
que concentracdo a 10% foi ineficiente [19]. Entretanto, a manutencédo do efeito &
limitada apds sucessivos desafios erosivos e que a associacdo com reduzida
concentracdo de fluoreto apresenta efeito aditivo contra a erosao [17].
Diferentemente dos estudos anteriores, 0O Pprocesso erosivo no presente
delineamento foi considerado inicial, produzindo apenas o amolecimento do esmalte
sem perda de estrutura. Somando-se a isto, todos os dentifricios foram diluidos em
saliva humana previamente ao tratamento. Entre os polidis utilizados no estudo, o
xilitol tem potencial para formar ligacbes fortes com cations polivalentes com os
conjuntos ligante tridentado (H-C-OH), porém, conforme previamente mencionado, o
eritritol raramente complexa cations [34]. Assim, durante o tratamento com a
suspensao em saliva humana dos dentifricios contendo polidis, o xilitol adsorvido a
superficie do esmalte higido provavelmente levou a deposicdo de uma camada
contendo fosfato de calcio que foi eficiente contra sucessivos desafios erosivos
(Tabela 3 e Figura 2). A capacidade de complexar céations pode também reduzir a
penetracdo do acido para o interior do esmalte, contribuindo para um melhor efeito
antierosivo, explicando os melhores efeitos quando comparado ao dentifricio
contendo 1100 ppm F e 200 ppm F/TMP. Assim, apesar de todas as formulagcdes
experimentais terem demonstrado efeitos protetores e reparadores imediatos
(primeiro desafio) e sustentados (segundo ao quarto desafio), dentifricios contendo
polidis foram especialmente eficazes em sustentar os efeitos antierosivos quando
comparados aos dentifricios Placebo, 1100 ppm F e 200 ppm F/TMP.

Associar diferentes agentes a uma formulacédo dentifricia pode levar a efeitos
sinérgicos, aditivos ou antagdnicos. No presente estudo, o dentifricio 200 ppm
F/ITMP/XE levou a um efeito que pode ser classificado como aditivo, pois o efeito
final foi maior que o efeito individual de cada agente. O efeito antierosivo e a
capacidade em reparar e manter este efeito apds sucessivos desafios foram maiores
que os dentifricios contendo polidis ou F/'TMP. A hip6tese seria que houve adsorcao
do TMP e polidis pelo esmalte e que esta camada provavelmente favoreceu a
precipitacdo de fosfato de calcio associado ao fluoreto e minimizou a difusdo de

acido para o interior do esmalte. Uma das evidéncias que suportam esta afirmacao é
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o aumento da %SH do esmalte higido e erodido, ap6s um Unico tratamento com o
dentifricio 200 ppm F/TMP/XE (Tabelas 3 e 4). Comparando as imagens da MEV do
esmalte higido e erodido (Figuras 2 e 3), a camada depositada na superficie do
esmalte diferiu qualitativamente entre os grupos, podendo ter influenciado
parcialmente na dureza da superficie. E importante entender que o arranjo estrutural
das moléculas depositadas na superficie do esmalte, induzida por cada dentifricio,
pode levar a uma dureza diferente. No esmalte erodido que apresenta uma
superficie mais reativa, é possivel observar uma camada depositada que pode
também ter influenciado a dureza, porém, os valores indicam mais provavelmente
um aumento no conteudo mineral do esmalte, independente do dentifricio aplicado
(Tabela 4 e Figura 3). Outra evidéncia foi a capacidade superior da camada
depositada pelo dentifricio 200 ppm F/TMP/XE em resistir aos sucessivos desafios
acidos (Tabelas 3 e 4).

Todos os dentifricios produziram reparacdo ou ganho mineral apos o
amolecimento inicial do esmalte. Entretanto, a resisténcia do esmalte reparado aos
desafios &cidos foi diferente entre os tratamentos (Tabela 4). Estes depdsitos
também ocorreram no esmalte higido e, apesar de apresentarem quantidades
menores (Figura 2), o efeito diferiu entre os dentifricios. Isto da sustentacdo a idéia
postulada anteriormente de que os depdsitos apresentam composicdo distintas. E
importante dizer que o esmalte ndo apresenta capacidade de induzir a precipitacao
de fosfato de calcio [36]. In vivo, essa inducao é produzida pelas proteinas contidas
na pelicula (i.e., estaterina e histatina) que apresentam afinidade para ions célcio e
fosfato, além de levar a uma protecdo contra os desafios acidos [2]. O presente
estudo utilizou saliva humana no tratamento com os dentifricios mostrando que a
associacdo F/TMP/XE apresenta uma capacidade biomimética superior.
Clinicamente, o produto apresentara um impacto no tratamento da erosao dentaria,
pois independente da presenca de pelicula adquirida ou da condi¢cdo do esmalte, a
associacdo F/TMP/XE induzira a deposicao de cristais de apatita.

Este modelo experimental de erosao inicial fornece informagdes valiosas sobre
os efeitos de agentes preventivos e reparadores contra 0 amolecimento do esmalte
apos a exposicao a desafios 4cidos, sendo a determinacdo de dureza da superficie
adequada para analisar desafios acidos no esmalte sem perda quantitativa de
substancia [37]. Assim, 0 modelo permite determinar quanto o esmalte esta

amolecido e 0 quanto est4 susceptivel a reparacdo e perda de substancia na
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continuidade do processo erosivo ou na presenca da abrasdo. Porém, ha
necessidade de analisar os achados do presente estudo em um experimento a longo
prazo. Também, deve-se atentar para algumas limitacdes dos resultados como: a
auséncia do efeito abrasivo da escovacao e a utilizacdo do esmalte bovino que é
mais suceptivel aos ataques acidos. Além disso, devido a complexa interacdo entre
0S aspectos quimicos, fisicos e comportamentais envolvidos no desgaste erosivo do
esmalte, avaliar in vitro associagO0es de agentes com potencial antierosivo em
dentifricios produz informacdes relevantes sobre o processo erosivo e o real
beneficio dessas formulacfes para a pratica clinica.

Baseado nos resultados da metodologia in vitro, concluiu-se que dentifricio
contendo 200 ppm F, 0,2% TMP, 16% de xilitol e 4% de eritritol apresentou efeito
protetor e reparador superior quando comparado a um dentifricio placebo e 1100

ppm F em lesdes erosivas iniciais no esmalte.
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ANEXOS

ANEXO A — Obtencéao e preparo dos blocos de esmalte

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 refrigeracdo (agua destilada/deionizada).

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

Face vestibular fixada na placa de acrilico.

Seccéo da face vestibular no sentido longitudinal, na porgéao
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 espacador de aluminio com 4 mm de espessura.
Em seguida, foi realizado o corte no sentido transversal.

Fragmento vestibular do dente bovino, fixado sobre
placa de resina. Ao lado, bloco de esmalte

Friseitn Toninatto Alves de Toblodo



43

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. e Com. LTDA),
com a superficie dentinaria voltada para cima.

Polimento de dentina, utilizando politriz Beta Grinder-
Polisher (Buehler) com lixa de granulacdo 320
(CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320, Buehler), durante
20 segundos sob baixa rotacéao e refrigeracao.

Blocos fixados com a superficie do esmalte voltada para
cima, a qual foi polida para andlise de dureza.

Sequéncia do polimento do esmalte

A. Na politriz Beta Grinder-Polisher (Buehler) - lixas de granulacdo 600, 800 e 1200
(30 segundos) sob refrigeracdo a agua e, para finalizar, acabamento com disco de
papel feltro TEXMET 1000 (Buehler Polishing Cloth) (1 minuto) e suspensao de

diamante 1 micron base-agua (Buehler).

B. Limpeza em lavadora ultrassénica (Ultramet Sonic Cleaning Solution - Buehler)

em agua destilada/deionizada (20 minutos).
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ANEXO B — Analise da dureza de superficie inicial

Microdurémetro Shimadzu

12 Impresséao: do centro do bloco 1000 um, carga de 500 g, 10 segundos.

Apbs o vértice 200 um, carga de 25 g, 10 segundos.
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ANEXO C - Dosagem de fluoreto nos dentifricios experimentais

100 - 110 g

1

Homogeneizacdao - vortex

1 H,O deionizada até o volume final de 10 mL

Suspensao - dentifricios

v

Centrifugacéo a 1.000xg
durante 20 minutos

1

0,25 mL de
sobrenadante

1

0,25 mL de HCI 2 mol/L

1

0,5 mL de NaOH mol/L

1

1,0 mL de TISAB I

v

Leitura do F ibnico - mV

v

0,25 mL da suspenséo

1

0,25 mL de HCI 2 mol/L

sob agitagao durante 1h a 45°C 1

0,5 mL de NaOH mol/L

1

1,0 mL de TISAB I

1

Leitura do F total - mV Eletrodo especifico para F;
Microeletrodo de referéncia;
Analisador de ions.

(Delbem et al., 2009)
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sédio e polidis na erosdo do esmalte.

Pesquisador: Denise Pedrini

Area Tematica:

Versdo: 1
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Instituigdao Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aragatuba - UNESP
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.758.492

Apresentacao do Projeto:

Com o intuito de avaliar o efeito in vitro de dentifricios de baixa concentracéo de fluoreto associado a TMP,
xilitol e eritritol, blocos de esmalte bovino serdo selecionados pela dureza de superficie inicial (SHi) e
divididos em 5 grupos (n = 12/grupo): placebo (sem fluoreto, TMP, xilitol e eritritol); 16% xilitol + 4% eritritol;
200 ppm F + 0,2% TMP; 200 ppm F + 0,2% TMP+ 16% xilitol + 4% eritritol; e 1100 ppm F. Para a anélise do
efeito protetor em lesdes erosivas iniciais (n = 60), os dentifricios serdo aplicados uma

vez nos blocos e a sequir serdo realizados 4 desafios erosivos (4cido citrico, 0,75%, pH = 3,5, 1 minuto, sob
agitagao). Dureza de superficie final (SHf) sera realizada ap6s cada desafio, para calcular a porcentagem de
alteragdo da dureza de superficie (%SHC). Para a andlise do efeito reparador em lesdes erosivas iniciais (n
= 60), ap6s os blocos serem imersos em &cido citrico, serd determinada a dureza de superficie do esmalte
erodido (SHE). A seguir, os blocos serdo tratados com suspenséo de dentifricios em SALIVA HUMANA e
determinada novamente a dureza para o célculo da porcentagem de reparagéo do esmalte erodido (%SHR).
Serao realizados 4 desafios erosivos com 4cido citrico e SHf apds cada desafio.

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo deste estudo sera avaliar in vitro o efeito do dentifricio de baixa concentragédo de fluoreto (200
ppm F) associado ao TMP (0,2%), 16% de xilitol e 4% de eritritol na eroséo inicial do
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esmalte.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Havera risco minimo, pois havera coleta de saliva que sera estimulada com auxilio de parafina, sendo
expectorada em frasco estéril.

Beneficios:

O beneficio sera entender melhor o mecanismo de agdo da associagao fluoreto/TMP/xilitol/eritritol no
processo da erosdo do esmalte.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Serd coletada saliva humana de 6 voluntarios adultos saudaveis, 1 hora apés o café da manhéa, que
apresentarem boa satlde geral e bucal, auséncia de xerostomia ou baixo fluxo salivar e ndo estiverem
fazendo uso de qualquer medicamento que altere o fluxo salivar e sejam fumantes. A saliva sera estimulada
com auxilio de parafina (Parafim® M), durante 15 minutos, sendo coletada em um recipiente plastico estéril
e contidos em gelo. A saliva sera centrifugada e a seguir filtrada. O sobrenadante sera coletado para a
formagéo da pelicula adquirida, sendo armazenada a -80°C (Schipper et al., 2007). Para o tratamento com
os dentifricios e andlise do efeito protetor em lesdes erosivas iniciais, blocos higidos seréo imersos (2
mL/bloco) em suspenséo de dentifricios em saliva humana (1:3 - peso:peso) apenas uma vez durante 2
minutos, e a seguir serdo lavados em agua deionizada por 30 segundos.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoéria:

Todos os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendacoées:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O CEP recomenda a aprovagéo do projeto de pesquisa.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Salientamos que, de acordo com a Resolugao 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, se¢édo X.1., art. 3, item b, e,
titulo XI, segdo Xl.2., item d), hd necessidade de apresentacéo de relatérios semestrais, devendo o primeiro
relatério ser enviado até 02/01/2019.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Endereco: 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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UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE W““'
ARACATUBA/ UNIVERSIDADE

Continuagao do Parecer: 2.758.492

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1168915.pdf 17:24:00
TCLE / Termos de |tcle.pdf 28/06/2018 | Denise Pedrini Aceito
Assentimento / 17:22:54
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folhaDeRosto.pdf 28/06/2018 |Denise Pedrini Aceito

16:58:26
Projeto Detalhado / | Projetodepesquisa.pdf 28/06/2018 | Denise Pedrini Aceito
Brochura 15:13:16
Investigador

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

ARACATUBA, 06 de Julho de 2018

Assinado por:
Aldiéris Alves Pesqueira

(Coordenador)
Endereco: 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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ANEXO E - Coleta de saliva humana

Frente a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana (CAEE:
92746618.3.0000.5420), foi coletada saliva humana de 6 voluntarios saudaveis no
periodo da manhda, pelo menos 1 hora apos a ingestdo do café da manha. Cada
voluntario recebia um pedaco de Parafilm para ajudar na producédo da saliva e um
recipiente plastico onde depositavam por 20 minutos toda saliva produzida. Ao final,
toda saliva coletada foi homogeneizada em um becker e vertida em varios falcons de

15 mL. Em seguida, esses falcons eram levados a uma centrifuga, por 10 minutos, a

4°C, forca de 2.000xg. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em
frascos de 50 mL a -72°C.

Voluntario doando Preparo da saliva em Centrifugacao da saliva em
saliva tubos 2.000xg por 10 minutos

Liquido sobrenadante armazenado
em frascos de 50 mL e mantido em
freezer a -72°C

Separagao do liquido sobrenadante
e pellet
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ANEXO F — Tratamento com os dentifricios e analise do efeito protetor em

lesOes erosivas iniciais

Protecéo do bloco de o x '
esmzflte bovine com Fixacdo dos blocos em ~ Basesfixadasem
c bases de resina acrilica dispositivo para reallza_gao
esmalte cosmeético do tratamento e desafios

Descongelamento da saliva Diluicdo dos dentifricios Tratamento com 0s
humana em banho maria a experimentais em saliva dentifricios experimentais
37°C humana 1:3 por 2 minutos

Lavagem com agua d4 des~af|gs iros_lvots corg _ Lgvagem com agua
deionizada por 30 segundos uragao de 1 minuto cada deionizada por 30_ segun_dos
entre cada desafio erosivo
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ANEXO G - Tratamento com os dentifricios e analise do efeito reparador em

oq

lesdes erosivas iniciais

Bases fixadas em
Fixacao dos blocos em dispositivo para realizacdo
bases de resina acrilica do tratamento e desafios

Protecéo do bloco de
esmalte bovino com
esmalte cosmético

S e 1 desafio erosivo com
Descongelamento da saliva Diluicdo dos_dentlfrlclllos durac&o de 1 minuto para
: experimentais em saliva R R
humana em banho maria a P humana 1-3 produzir lesdo erosiva inicial
37°C .

Tratamento com o0s

dentifricios ex_perimentais Lavagem com agua 4 desafios erosivos com
por 2 minutos deionizada por 30 segundos duracédo de 1 minuto cada

Frisertn Toninatto Abves do [otods



Lavagem com agua
deionizada por 30
segundos entre cada
desafio erosivo
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ANEXO H — Analise de microscopia eletronica de varredura

Metalizacdo da amostra Microscopio eletronico de
com uma camada de varredura (Carl Zeiss,
ouro com espessura de EVO ILS15)

aproximadamente 5 nm
Imagens com aumento de

10.000 x a 20 kv
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