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“A gente tropeca sempre nas pedras pequenas, porque as grandes a gente logo enxerga”

Provérbio Japonés

“A firmeza de propésitos consiste em mesmo sem ter muita esperanga ter a determinagdo
necessdria para transformar a situagio”

F. Scott Fitz Gerald

“Um sonho é apenas um sonho.
Uma meta é um sonho com um plano e um prazo para atingi-lo”

Harvey Mackay

»

“Mire na lua, pois se errar ainda estard entre as estrelas!. ..

autor desconhecido

“Aproveite bem as pequenas coisas; algum dia vocé vai saber que elas eram grandes”

Robert Brault
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Resumo

RESUMO

Este projeto teve como objetivos investigar o efeito do fon ferro (Fe*?),
associado ou ndo ao ion flior (F), na reducdo da erosdo do esmalte e da dentina
bovinos, bem como desenvolver e avaliar um dentifricio enriquecido com Fe* para a
prevencdo da erosdo associada a abrasdo. Foram realizados 4 subprojetos: (1)
Determinacdo do efeito protetor de concentracbes crescentes do Fe™ (0 a 120
mmol/L) associadas ou ndo ao F (0 a 4 ug/mL), contra a dissolucdo do pé de esmalte
bovino in vitro; (2) Avaliacéo, in vitro, do efeito protetor do Fe*? a 10 mmol/L contra a
dissolucdo mineral da superficie do esmalte bovino; (3) Desenvolvimento e avaliacao,
in vitro, de dentifricios fluoretados enriquecidos com diferentes concentracdes de Fe*?,
visando a prevencédo da perda mineral do esmalte bovino; (4) Avaliacéo, in situ, do
efeito inibidor do dentifricio acrescido de Fe*? e F' na desmineralizacdo do esmalte e
dentina bovinos sadios ou previamente erodidos. As variaveis de resposta utilizadas
foram a quantificacdo da perda de fésforo (colorimetria) e o desgaste (perfilometria,
pHm) para os subprojetos 1 e 2, e 3 e 4, respectivamente. Os dados foram submetidos
a analise estatistica (p<0,05). Para o Subprojeto (1), a ANOVA a 2 critérios e o teste
de Bonferroni revelaram que solucdes contendo Fe*? a 1,25, 2,5, 5,0, 10, 15 e 30
mmol/L reduziram significativamente a dissolu¢do do p6 de esmalte bovino em 18, 18,
23, 35, 35 e 55%, respectivamente, em comparagdo ao controle (sem Fe*). Na
presenca de F, o efeito do Fe*? na inibicéo da dissolucéo do esmalte foi reduzido, ndo
havendo efeito sinérgico entre estes ions nas condi¢Bes testadas. No Subprojeto (2),
a ANOVA a 2 critérios e o teste de Bonferroni, mostraram uma reducgéo significativa na
desmineralizacdo da superficie do esmalte bovino em torno de 30 a 40%, quando se
utilizou solucdo de Fe*?a 10 mmol/L. No Subprojeto (3), a ANOVA revelou diferenca
significativa entre os grupos (Placebo, 1100 ug/mL de F, Crest®, Fe*? 1,0 mg/g, Fe™
2,5 mg/g, Fe*? 5,0 mg/g, F" (1100 pg/mL) + Fe*? 1,0 mg/g, F" (1100 pg/mL) + Fe** 2,5
mg/g e F (1100 pg/mL) + Fe*™ 5,0 mg/g) (F=4,734, p<0,0001). O menor desgaste
(0,48+0,24 um) foi apresentado pelo grupo em que foi utilizado o dentifricio contendo
1100 pg/mL F e 5 mg/g Fe*™. No Subprojeto (4), para o esmalte higido a ANOVA a 2
critérios revelou uma diferenca significativa entre os dentifricios, (F=21,72, p<0,0001),
mas né&o entre as condigdes (so erosdo, erosdo + “slurry”, erosdo + abrasao) (F=1,20,
p=0,32) e nem para a interagao entre ambos (F = 1,04, p=0,41). O teste de Bonferroni
revelou que os blocos que receberam o dentifricio contendo Fe*® e F~ apresentaram
valores de desgaste significativamente menores quando comparados aos blocos
submetidos aos demais dentifricios, os quais nao diferiram significativamente entre
si. Para a dentina higida, o esmalte previamente erodido e a dentina previamente
erodida, o0 mesmo padrao foi seguido, apesar destes dois Ultimos terem apresentado
valores de desgaste maiores que aqueles observados para os blocos higidos.

Palavras-chave: Ferro. Erosao Dentaria. Abrasao Dentaria.
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Abstract

ABSTRACT

Effect of iron on the prevention of tooth wear: in vitro and in situ studies

The aims of this study were to investigate the effect of iron (Fe*?) associated
or not to fluoride (F’) on the reduction of bovine enamel and dentin erosion, as well as
to develop and evaluate a dentifrice containing Fe*? to prevent erosion associated to
abrasion. Four subprojects were done: (1) In vitro determination of the protective effect
of increasing Fe*? concentrations (0 to 120 mmol/L) associated or not to F (0 to 4
png/mL) against the dissolution of powdered enamel; (2) In vitro evaluation of the
protective effect of 10 mol/L Fe*? against the mineral dissolution of superficial bovine
enamel; (3) Development and in vitro evaluation of fluorided dentifrices containing
different Fe*? concentrations in order to prevent the mineral loss of bovine enamel; and
(4) In situ evaluation of the effect of a dentifrice containing Fe™ and F on the
demineralization of sound or previously eroded bovine enamel and dentin. The
response variables were quantification of phosphate loss (colorimetry) and tooth wear
(perfilometry, um) for the subprojects 1 and 2, and 3 and 4, respectively. Data were
submitted to statistical analyses (p <0.05). In subproject (1), two-way ANOVA and
Bonferroni’s test revealed that solutions containing 1.25, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 and 30.0
mmol/L Fe*? significantly reduced the dissolution of powdered enamel at 18, 18, 23,
35, 35 and 55%, respectively, in comparison to control (without Fe*?). In the presence
of F, the effect of Fe*? on the dissolution of enamel was reduced and no synergistic
effect between these ions was observed in the tested conditions. In Subproject (2),
two-way ANOVA and Bonferroni’'s test showed a significant reduction on surface
demineralization of bovine enamel (around 30-40%), when the solution containing Fe*?
at 10 mmol/L was used. In Subproject (3), ANOVA revealed a significant difference
among the groups (Placebo, 1,100 ug/mL F, Crest®, 1.0 mg/g Fe*?, 2.5 mg/g Fe*?, 5.0
mg/g Fe*?, F (1, 100 pg/mL) + 1,0 mg/g Fe*?, F (1100 pg/mL) + 2,5 mg/g Fe™ and F
(1,100 pg/mL) + 5,0 mg/g Fe*?) (F=4,734, p<0,0001). The lowest wear (0.48+0.24 pm)
was observed when the dentifrice containing F + Fe was used. In Subproject (4), for
sound enamel, two-way ANOVA revealed a significant difference among the
dentifrices, (F=21.72, p<0.0001), but not among the conditions (erosion only, erosion +
“slurry”, erosion + abrasion) (F=1.20, p=0.32) or for the interaction of both (F = 1.04,
p=0.41). The Bonferroni’s test revealed that the blocks which received the dentifrice
containing Fe*? and F~ presented significantly lesser wear when compared to the
blocks submitted to the other dentifrices, which did not differ significantly among each
other. As for sound dentin as well as for previously eroded enamel and dentin, the
same pattern was obtained but the latter two presented wear values higher than those
seen for the sound blocks.

Key words: Iron. Tooth erosion. Tooth abrasion.
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1 Introdugdo e Justificativa 31

1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o fon ferro (Fe*?) é muito importante para a prevencéo de
anemia (SZARFARC; STEFANINI; LENER, 1995; LYNCH, 2005) e de acordo com
estudos conduzidos in vitro (WEISS et al., 1985, TORELL, 1988, DEVULAPALLE;
MOOSER, 2001; BUZALAF et al.,, 2006), in situ (PECHARKI et al., 2005;
MARTINHON et al., 2006) e in vivo, tanto em humanos (OPPERMANN; ROLLA,
1980), como em animais (ROSALEN; PEARSON; BOWEN, 1996; MIGUEL;
BOWEN; PEARSON, 1997 a, b, c), este ion também pode ter efeito benéfico contra
a carie dentaria, embora 0 seu mecanismo de acdo ndo esteja completamente

esclarecido.

Nas ultimas décadas, foi constatada uma reducdo na incidéncia de cérie
nos paises desenvolvidos. Consequentemente, os individuos mantém seus dentes
por mais tempo na boca, o que, associado a mudancas nos habitos alimentares,
leva a um maior risco para desenvolver outros tipos de lesdes, como erosao dentaria
(JARVINEN; RYTOMAA; HEINONEN, 1991). Em raz&o disto, em adi¢&o aos estudos
avaliando o efeito do Fe™ em relacdo & cérie dentéria, estudos que avaliam o
comportamento do mineral dentario submetido a desafios acidos em um sistema
abidtico, simulando mais a situacéo de erosdo que de cérie dentaria, foram surgindo.
Brookes et al. (2004), utilizaram o FeS0, a 10 mmol/L e observaram que este
composto inibiu em 51% a dissolucdo da hidroxiapatita sintética, enquanto que uma
solucédo a 1,24 mmol/L apresentou uma inibicdo de 10%. Estes resultados estéo de
acordo com o estudo de Buzalaf et al. (2006), onde foi encontrada uma inibicdo na
desmineralizacdo do p6 de esmalte bovino de 40 e 13%, respectivamente, para as
concentracdes de FeSO, de 10 mmol/L e 1,25 mmol/L, respectivamente. A inibi¢do
maxima (em torno de 50%) da dissolugéo foi encontrada para a dose de 15 mmol/L,

nao havendo uma inibicdo adicional pelo incremento da dose até 120 mmol/L.

Em 2007, Sales-Peres et al., avaliaram o efeito de um bochecho com
solucéo de sulfato ferroso a 10 mmol/L na reducdo do desgaste e perda de dureza
superficial em blocos de esmalte e dentina submetidos a desafio erosivo e abrasivo

in situ/ex vivo. A solugéo contendo Fe*? reduziu significativamente a perda de dureza
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superficial em esmalte e o desgaste em dentina, sugerindo 0 seu UsSO na prevencgao

da erosdo dentaria, associada ou nao a abrasao.

Entretanto, pensando-se do ponto de vista clinico, a realizacdo de um
bochecho apds desafio erosivo parece ser inviavel, por adicionar um passo
(bochecho). Desta maneira, seria interessante o Fe*? diretamente ao refrigerante,
para reduzir seu potencial erosivo. Isto foi testado inicialmente in vitro. No trabalho
de Kato, Sales-Peres e Buzalaf (2007), a adicédo de Fe*®a 10 mmol/L & Coca-Cola®
foi capaz de reduzir significativamente a erosdo dentaria em blocos de esmalte
bovino. Diante deste resultado positivo, delineou-se um trabalho in situ onde foi
observado que a adicdo de FeSO, a 10 mmol/lL a Coca-Cola® reduziu
significativamente seu potencial erosivo tanto em esmalte quanto em dentina
bovinos (KATO, 2007). Entretanto, a adicdo de FeSO, & Coca-Cola® ndo é viavel,
devido a problemas toxicoldgicos, bem como a possibilidade de induzir
manchamento dentario, além do sabor metalico. Assim sendo, poder-se-ia pensar na
potencializacéo do efeito do Fe*?, utilizando-o em conjunto com algum outro fon, de
forma que uma concentracdo menor de Fe*? poderia ser utilizada para se obter bons
resultados na inibicdo da desmineralizacdo do esmalte. O ion de escolha para
associagcao ao Fe*? seria 0 F, por ja ter seus efeitos benéficos bem conhecidos
(BUZALAF, 2008).

Em adicdo, sendo o Fe™ comprovadamente eficaz na reducdo da
dissolucdo do esmalte e dentina, poderia ser utilizado como veiculo para sua
aplicacdo um dentifricio, uma vez que se trata de um produto amplamente utilizado
na vida cotidiana e a grande maioria dos dentifricios, comercializados no Brasil e em
outros paises, sao fluoretados. Além disso, o efeito abrasivo da escovacao teria a
vantagem de induzir um menor manchamento extrinseco do dente, devido a possivel

remocéao dos pigmentos ja durante 0 momento da escovacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Segundo Emilson e Krasse (1972), a adi¢cdo de sais de ferro na 4gua de
beber ou na dieta, ou sua aplicagdo tépica foram efetivos na reducdo de carie

dentaria em hamsters.

Glass et al. (1973), estudaram a prevaléncia de carie dentaria em relacao
& agua de beber com tracos de metais. Concentracdes de Ca*?, Mg*?, Mo™ e V*2
foram maiores na comunidade que apresentava menor indice de carie, enquanto
concentracdes de Cu*?, Fe*? e Mn*? foram maiores na comunidade que apresentava

maior indice de carie.

Torell e Gerdin (1977), propds que a aplicacdo topica de uma solucdo
fluoretada contendo fons Al*3, Fe**, Mn*? poderia ser mais efetiva na reducédo de

caries que somente uma solucdo de NaF.

Bundy, Butler e Hochman (1980), investigaram o efeito das propriedades
bacteriostaticas de 16 metais puros em relacdo aos Streptococcus mutans, in vitro.
Os metais testados foram: Fe*?, Mo*?, Cu*?, V™% Sn*?, W* Au*®, AI"®, Ta™, Nb*,
Ti**, Zr*, Ni*?, Co™, Ag® e Cr*. Os metais Co™ e Cu*? foram os que apresentaram
melhor efeito inibitério do crescimento bacteriano, seguidos pelo Ni*?, Ti** V' e
Fe™?. Os outros metais testados ndo apresentaram nenhuma tendéncia a inibir o

crescimento dos Streptococcus mutans.

Oppermann e Rolla (1980) avaliaram o efeito de alguns cétions
polivalentes na acidogenicidade da placa dentaria in vivo, e constataram que
enxaguatorios bucais contendo 20 mmol/L de SnF,, ZnCl,, AICI; e FeCls inibiram a

atividade metabolica da placa dentéaria por longos periodos.

Segundo Petersson e Derand (1981), solucdes contendo NaF e SnF, séao
as mais utilizadas em aplicacédo topica de fluor. Porém, combinagdes de flor com
outros elementos quimicos tém mostrado propriedades cariostaticas. Assim sendo,
os autores compararam o efeito de uma nova solucéo contendo F, Fe™? e Al** com o
verniz fluoretado (Duraphat), no desenvolvimento de lesdes iniciais de carie. Porém,
o efeito positivo destes elementos utilizados ndo foi demonstrado neste estudo. Os

resultados mostraram que o verniz fluoretado foi superior em retardar o
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desenvolvimento de lesdes iniciais de carie quando comparado com a solugédo

testada.

Weiss et al. (1985), avaliaram o efeito do cloreto de ferro durante um
desafio acido em esmalte dentario humano, in vitro. Para isso, fatias de dentes
foram cobertas com esmalte de unha, deixando uma janela numa das superficies
para exposicao ao meio acido. O sal de ferro foi utilizado como um complemento ao
gel acido (6% hidrocelulose e 0,1 M acido latico) ou como pré-tratamento das
superficies de esmalte antes da aplicacdo do gel puro (forma de solucdo). Foram
realizadas radiografias antes e apds a exposicdo do esmalte ao meio &cido. Os
resultados mostraram um aumento na radiopacidade nos fragmentos que foram
incubados com o gel contendo o sal de ferro na concentracdo de 2%. Ja nos
fragmentos que foram tratados com a solugdo contendo o cloreto de ferro
previamente ao ataque acido, a radiopacidade diminuiu, mas ndo foi
estatisticamente significativo em relagdo ao controle. Os autores concluiram que o
esmalte tratado topicamente com o sal de ferro foi menos dissolvido pelo gel acido.
E isto é refletido numa maior densidade 6ptica das amostras incubadas com acido

contendo ferro no meio.

Torell (1988) estudou o efeito do ion ferro na possibilidade da prevencéao
da carie dentaria e concluiu que quando o mesmo é utilizado na cavidade bucal,
mesmo em pequenas concentracdes, leva a uma precipitacdo dos ions na superficie
de esmalte como uma pelicula fina acido-resistente contendo cristais de oxido de
ferro hidratados. Em adi¢do, por adsorcdo de ions célcio e fosfato da saliva, este
composto com ions de ferro parece ser capaz de nuclear a formacdo da apatita,
mediando uma substituicdo de minerais, os quais sdo dissolvidos pelos &cidos no

processo carioso.

Okasaki, Takahashi e Kimura (1986), avaliaram o comportamento da
cristalizagdo e solubilidade da hidroxiapatita fluoretada contendo ferro. Para isso,
hidroxiapatita contendo ions de ferro e fllor foi sintetizada a 80° C e pH 7,4,
utilizando FeCl, x nH,O como fonte de ferro. Os autores observaram que as apatitas
fluoretadas contendo ion ferro foram menos cristalizadas que as que n&o continham
o ion metélico. Em contraste a este comportamento inibidor da cristalizacdo, a
solubilidade das apatitas fluoretadas contendo o metal foi menor do que as apatitas

livres do mesmo.

Fldvia de Moraes Italiani



2 Revisdo de Literatura 37

Niedzielska, Struzak-Wysokinska e Wujec (1990), analisaram a correlagao
entre os niveis de Ca*?, Mg*?, Zn*?, Fe*?, Sr*?, Ni*?, Mn*? e Cu*? em dentes deciduos
cariados e nado cariados. Os resultados demonstraram que os dentes deciduos
cariados apresentam concentracées menores de Mg*?, Fe*?, Sr*?, Ni*2, Mn*?, Cu™ e

Zn*? quando comparados a dentes deciduos sem cérie.

Duggal, Chawla e Curzon (1991) estudaram a correlacdo entre alguns
elementos quimicos presentes na saliva e a experiéncia de carie dentaria em
criancas. Os autores verificaram que existe uma forte correlacdo, inversamente
proporcional, entre os elementos Cu*? e F e a experiéncia de carie. No entanto, a
concentracéo dos elementos Zn*?, Fe™ e Mn*? na saliva, ndo apresentou nenhuma

correlacdo consistente com a experiéncia de carie dentaria.

Rosalen, Pearson e Bowen (1996) avaliaram os efeitos de combinacdes
de Cu*?, Fe*?e F incorporados & sacarose por co-cristalizacdo no desenvolvimento
de caries em ratos dessalivados e na formacéo de acidos pelas bactérias presentes
na boca dos animais. Noventa e seis ratos foram divididos em oito grupos e
receberam o0s seguintes tratamentos: (1) sacarose pura, (2) F* (8 pg/mL) co-
cristalizado com sacarose, (3) Fe*? (88 pg/mL) co-cristalizado com sacarose, (4)
Cu*™ (75 pg/mL) co-cristalizado com sacarose, (5) Cu™ + F co-cristalizado com
sacarose, (6) Cu*? + Fe*? co-cristalizado com sacarose, (7) F~ + Fe*? co-cristalizado

*2 4 Fe™ + F co-cristalizado com sacarose. Os resultados

com sacarose, (8) Cu
mostraram menor indice de carie no grupo 8 (Cu™ + Fe*? + F), mas ndo foi
significativamente diferente dos grupos contendo Cu*? (4, 5 e 6). O nGmero de
Streptococcus sobrinus encontrado nos grupos que receberam Cu*? (4), Cu*? + Fe*?
(6), Cu*® + F (5), F + Fe*? (7) e Cu™ + Fe™ + F (8), foi menor que no grupo
controle. Acido latico foi encontrado em menores concentracdes nos grupos Fe*? (3),
Cu*? (4), Cu*® + F (5), Cu*? + Fe*™ (6) e F e Fe*? (7) quando comparado aos outros
grupos. Os autores concluiram entdo que as combinacdes de Cu*’, Fe? e F co-
cristalizado com o acucar devem ter um efeito adicional em reduzir o potencial
cariogénico do carboidrato, por afetar a producdo de &cido latico e reduzir a

colonizacéo bacteriana.

Segundo Miguel, Bowen e Pearson (1997), a inclusdo de 88 pg/mL de
Fe*? (na forma de FeS0O,) co-cristalizado com sacarose mostrou reduzir a incidéncia

de cérie em mais de 30% quando ratos sdo alimentados 17 vezes ao dia em
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intervalos de uma hora. Diante disso, os autores determinaram a influéncia do
niimero de exposicées diarias ao Fe™ em ratos dessalivados. Para isso, os animais
receberam alimentacdo essencial por gavagem gastrica e receberam 17 doses de
sacarose diariamente. No grupo A, 6 refeicdes contendo 88 pg/mL de Fe*? co-
cristalizado com sacarose; no grupo B, 3 refeicGes contendo 88 pg/mL de Fe*? co-
cristalizado com sacarose; no grupo C , 2 refeicées contendo 88 pg/mL de Fe*? co-
cristalizado com sacarose, e no grupo D, o Fe* nado foi adicionado a sacarose
nenhuma vez. O estudo teve duracdo de 3 semanas. Os resultados mostraram que
0s grupos que receberam Fe*? apresentaram menos caries que o grupo controle. Os
escores de carie em superficie lisa e em sulcos (entre parénteses) foram: grupo A
60,8 (39,4); grupo B 72,4 (41,3); grupo C 73,1 (41,3), e grupo D 92,9 (49,2). Deste
modo, apenas 2 exposicbes do Fe*? co-cristalizado com sacarose tém efeito
significante no desenvolvimento da cérie dentéaria. Os autores concluiram que o Fe*?
€ um notavel agente cariostatico, e que dois grandes problemas de saude publica, a
anemia e a carie dentaria, poderiam ser amenizadas com a adicdo do mesmo a

sacarose.

Miguel, Bowen e Pearson (1997) desenvolveram um estudo para
investigar a relacdo entre experiéncia de carie e a concentracdo do Fe*? co-
cristalizado a sacarose na alimentacdo de ratos submetidos a um severo desafio
cariogénico. A influéncia do Fe*? co-cristalizado com sacarose combinado com 10
pug/mL F na agua de beber também foi investigada num estudo adicional. Setenta e
dois animais foram divididos em 2 grandes grupos: dessalivados e intactos. Dentro
de cada um destes grupos, os animais foram divididos em 4 subgrupos: 3 receberam
Fe*? co-cristalizado com sacarose (350, 175 e 88 pg/mL Fe*?) e 1 grupo recebeu
apenas sacarose (controle). Os resultados revelaram que a maior quantidade de
carie foi encontrada nos ratos dessalivados e que receberam somente sacarose.
Houve uma relagdo dose-resposta entre a quantidade de ion Fe*? adicionada a
sacarose e a reducdo na incidéncia de caries. Animais que receberam 88 e 350
Hg/mL Fe*? na sacarose apresentaram 35 e 64%, respectivamente, menos carie
guando comparados ao grupo controle. Em relacéo a agua contendo 10 pg/mL de F,
quando combinada com o fon Fe*? co-cristalizado com sacarose reduziu a

prevaléncia de céaries. Sendo assim, a combinacdo entre a utilizacdo de sacarose
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contendo Fe* co-cristalizado e agua de beber contendo F~ apresentou melhores

resultados que os tratamentos isolados.

Miguel, Bowen e Pearson (1997) compararam o efeito do sulfato ferroso e
do glicerofosfato férrico co-cristalizados com sacarose na incidéncia de carie
dentéria em ratos. Quarenta e oito ratos dessalivados receberam nutricdo essencial
por gavagem gastrica e 17 vezes ao dia, foram alimentados com sacarose
associada ou n&o a fons Fe*?, com intervalos de 1 hora. Os animais foram divididos
em 4 grupos: grupo (1) controle, somente sacarose; grupo (2), sacarose + sulfato
ferroso (88 pg/mL Fe*?); grupo (3), sacarose + glicerofosfato férrico (88 pg/mL Fe*?*);
grupo (4) sacarose + glicerofosfato de calcio (73,2 pg/mL P, equivalente a
concentracdo de P do grupo 3). Os resultados demonstraram que ambos o0s ions,
férrico e ferroso, apresentaram reducdo na incidéncia de caries. Em adi¢do, o
glicerofosfato férrico ndo induz o manchamento extrinseco do dente. A atividade
acidogénica da placa nos animais que receberam ions ferro tendeu a ser menor que

nos animais do grupo controle.

Na tentativa de explicar o mecanismo de acdo do Fe™ sobre o
metabolismo bacteriano, Devulapalle e Mooser (2001) demonstraram, in vitro, que 6
mmol/L de sulfato ferroso poderia inibir totalmente a atividade da glicosiltranferase
purificada da cultura de S. sobrinus, sendo esta enzima de fundamental importancia
no processo carioso. Os autores sugeriram 0 uso tépico do sulfato ferroso para a
inibicdo da producdo de polissacarideos extracelulares pelas bactérias do biofilme
dentario. No entanto, um estudo mais recente (MARTINHON et al.,, 2006) né&o
verificaram reducdo na concentracdo de carboidratos alcali-soltveis no biofilme in
situ, quando se aplicaram 15 mmol/L de sulfato ferroso. Todavia, observou-se uma

reducdo de perda mineral, em superficie e em profundidade no esmalte.

Nos paises em desenvolvimento, a expectativa de vida da populagdo vem
aumentando nos ultimos anos. Concomitantemente a isto, a incidéncia da carie
dentaria tem diminuido progressivamente (PETERSSON; BRATTHALL, 1996;
BASTOS et al.,, 2005). Dessa forma, os dentes estdo ficando por mais tempo na
boca dos individuos, ficando vulneraveis a outros tipos de lesdes, tal como a eroséao
dentéria (LUSSI et al., 2006). Esta lesdo pode ser definida como processo quimico

no qual ocorre perda de estrutura dentaria causada por acidos de origem intrinseca
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ou extrinseca (SHIPLEY; TAYLOR; MITCHELL, 2005), sem o envolvimento de
bactérias (WATSON; TULLOCH, 1985; ZIPKIN; McCLURE, 1949).

A etiologia da erosdo dentaria € multifatorial. Dentre os fatores mais
importantes destacam-se 0s quimicos, 0s bioldgicos, os comportamentais, o tempo,
a educacédo e o nivel sécio econdémico (diagrama proposto por LUSSI e modificado
por MAGALHAES et al., 2009).

Os fatores quimicos relacionados a erosao dentaria sdo o pH, o pK, a
capacidade tampao, o tipo de &cido presente, a presenca de agentes quelantes e a
presenca ou ndo de calcio, flior e fésforo da solugéo (diagrama proposto por LUSSI
modificado por MAGALHAES et al., 2009). Refrigerantes, bebidas esportivas, sucos
de frutas, chas de frutas e vinagres contém acidos em suas composicdes (acido
citrico, fosforico e acético), e apresentam pH menor que 4,5 (LUSSI; JAEGGI,;
ZERO, 2004).

A saliva, a pelicula adquirida, o biofilme dentério, a estrutura dentaria e a
saude geral dos individuos séo fatores bioldgicos relacionados a erosdo. Segundo
Hall et al., 1999 e Meurman e Frank, 1991, devido a capacidade tampéo da saliva,
sua acao remineralizadora e sua habilidade em formar uma pelicula protetora, a
saliva tem importante papel em minimizar o desgaste do esmalte e dentina devido a
desafios erosivos e abrasivos. A saliva também é responsavel pela formacédo da
pelicula adquirida, a qual € uma barreira fisica, e protege as superficies dentarias do
contato direto com os acidos, reduzindo a dissolu¢cdo da hidroxiapatita (HANNIG;
BALZ, 2001; HANNIG et al., 2004). O mesmo ocorre com o biofilme dentario, que
também atua como uma barreira fisica, protegendo os dentes da erosdo dentaria
(HONORIO et al., 2008). Com relacdo a satude geral dos individuos, pode-se
destacar os que apresentam condicdes de xerostomia, que acomete irradiados na
regido de cabeca e pescoco, pessoas com Sindrome de Sjogren ou que fazem uso
de medicac¢bes que inibem o fluxo salivar. O fluxo salivar reduzido diminui o pH e a
capacidade tampao da saliva (MEYER-LUECKEL; KIELBASSA, 2002).

Os fatores de risco comportamentais ou de estilo de vida para erosao
dentaria estdo relacionados aos habitos alimentares, a forma de consumo das
bebidas, ao consumo de drogas e medicamentos, as medidas de higiene oral, ao
tipo de trabalho e atividades esportivas e a distarbios gastro esofagicos
(MAGALHAES et al., 2009).
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Devido a mudancgas no estilo de vida, mudancgas nos habitos alimentares
também vém ocorrendo. Neste ultimo caso, destacam-se um aumento no consumo
de comidas e bebidas acidas (TEN CATE; IMFELD, 1996), como refrigerantes,
bebidas esportivas, sucos de frutas e chas de frutas (LUSSI; JAEGGI; ZERO, 2004),
gue muitas vezes sao ingeridos na prépria garrafa, prolongando o contato dos
dentes com a solucdo acida, aumentando o desafio erosivo (BASSIOUNY;YANG,
2005). No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) relatou um
aumento de 490% no consumo de refrigerantes, de 1995 a 2003 (IBGE, 2004).

Em adicdo aos acidos da dieta, pessoas que consomem drogas, alcool,
medicamentos ou que sao adeptos da dieta lacto vegetariana, podem ter um risco

aumentado de sofrer eroséo dentaria (LUSSI et al., 2006).

Medidas de higiene oral também podem influenciar a progressdo da
erosdo, uma vez que superficies dentarias que foram expostas a &cidos ficam
amolecidas e vulneraveis a forcas mecéanicas como a abrasdo, a qual tem pequeno
ou nenhum efeito sob tecidos higidos (DAVIS; WINTER, 1980; ATTIN et al., 2000).
Assim, 0 momento de escovar 0os dentes ap0s um ataque acido, o tipo de escova
dentaria e o dentifricio utilizado podem influenciar na progresséo da lesédo (HOOPER
et al., 2003).

Um trabalho realizado por Attin et al. 2001, mostrou que a resisténcia do
esmalte e da dentina a abrasédo diminuiu apos a erosdo, porém melhorou com o
aumento do tempo de remineralizacdo. No entanto, mesmo apds um periodo de 60
minutos de remineralizagcdo o desgaste do esmalte foi significativamente maior
quando comparado ao grupo que foi somente erodido, mas ndo abrasionado. O
mesmo foi observado por Rios et al. (2006) que constataram que a saliva estimulada
pela goma de mascar ap6s um desafio erosivo ou erosivo e abrasivo reduz o
desgaste dentario. Os autores observaram um decréscimo no desgaste para o grupo
que foi somente erodido, seguido do grupo que foi erodido e abrasionado 60 minutos
apos o desafio erosivo e por ultimo, o grupo que foi abrasionado imediatamente
apos o desafio erosivo. Assim, para pacientes que apresentam risco ao desgaste
dentario € recomendado aguardar, no minimo, de 30 a 60 minutos para realizar a

escovacado dentaria apdés um desafio erosivo.

No momento da escovacgédo, o desgaste que acomete o esmalte e a

dentina erodidos é dependente do tipo de escova (manual ou elétrica), da forca que
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€ utilizada e do tipo de dentifricio utilizado (HOOPER et al., 2003; WIEGAND,;
KOWING; ATTIN, 2007). A perda de tecido duro aumenta a medida que a forca
aplicada a escova, no momento da escovacado, aumenta. (WIEGAND; KOWING,;
ATTIN, 2007). Além disso, a abrasdo causada pela escovagdo € principalmente
influenciada pelo dentifricio utilizado. A abrasividade do dentifricio é determinada
pelo tamanho e quantidade de abrasivo utilizado, pelo pH, pela capacidade tampéao
e pela concentracdo de flior. Geralmente, a perda de esmalte e dentina aumenta
com o aumento da abrasividade do dentifricio utilizado (HOOPER et al., 2003;
WIEGAND et al., 2008). Em adicdo, dentifricios fluoretados podem reduzir a
desmineralizacdo erosiva e a abrasdo dos tecidos erodidos (MAGALHAES et al.,
2007 e 2008). Assim, pacientes que apresentam lesdes erosivas devem utilizar
dentifricios fluoretados e com baixa abrasividade para seus cuidados de higiene oral
(MAGALHAES et al., 2009).

A abraséo do esmalte amolecido aumenta consideravelmente a perda de
tecido duro (DAVIS; WINTER, 1980; ATTIN et al., 2001). Portanto, os danos
causados pela erosao podem ser acelerados quando ocorre em combinagdo com a
atricdo e abrasdo (SHIPLEY; TAYLOR; MITCHELL, 2005). O maior fator do
desgaste dentério esta na interacdo entre erosao causada por acidos endégenos ou
exdgenos, provenientes da dieta, e forcas abrasivas intraorais (SALES-PERES et
al., 2007).

Segundo Zero (2007), a origem de acidos extrinsecos envolvidos na
erosdo dentéria pode estar relacionada a fatores ambientais, como por exemplo,
trabalhadores expostos a fumacas e gases em fabricas de bateria, explosivos,
galvanizacdo, sem a devida protecdo (mascaras respiratérias) ou esportistas que
entram em contato direto com a agua de piscinas com baixo pH devido a

manutengao inadequada.

Em adicdo ao tipo de alimento e bebida consumido, a frequéncia e o
tempo de consumo dos mesmos também sdo fatores de risco a erosdo dentaria
(ZERO, 2007). Clinicamente, o periodo de tempo em que os dentes sdo banhados
por acidos é mais importante que o volume da bebida acida consumida (WEST;
HUGHES; ADDY, 2000; EISENBURGER; ADDY, 2001). Sabe-se que bebidas
carbonatadas sao frequentemente mantidas na boca até que as bolhas se dissipem,

fazendo com que essas bebidas tenham um contato com os dentes muito maior do
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gue bebidas nédo carbonatadas. Além disso, a habilidade das bebidas de se aderirem
ao esmalte estd baseada em suas propriedades termodinamicas (IRELAND;
MCGUINNESS; SHERRIFF, 1995). Ainda segundo Zero (2007), o total de &cido
titulavel das substancias é mais importante que o pH das mesmas, porque desta
forma é que se pode determinar a real quantidade de H* disponivel para interagir
com a superficie do dente, e quanto maior a quantidade de H* disponivel, maior é o

risco da ocorréncia da erosao dentaria.

Além dos acidos causadores da erosdo dentaria de origem extrinseca,
tém-se os acidos de origem intrinseca, provenientes de diversas desordens
gastrointestinais, como refluxo gastro-esofagico (LAZARCHIK; FRAZIER, 2009) e
alimentares, como anorexia e bulimia, que expdem a denticdo a frequentes contatos
com acidos gastricos, que também podem levar a erosdo. (TEN CATE; IMFELD;
1996; BARTLETT, 2006.).

InvestigagBes epidemiologicas tém revelado um aumento na prevaléncia
de erosao dentaria nos ultimos anos em todas as idades de pacientes (BARTLETT,;
SMITH, 1998).

Um trabalho realizado por Lussi et al. (1991), verificou que 7,7% de
jovens (26 a 30 anos), e 13,2% de adultos (46 a 50 anos) apresentaram ao menos
uma superficie dentaria bucal afetada por erosdo com envolvimento de dentina. Na
oclusal dos dentes, pelo menos uma lesdo severa foi observada em 29,9% dos

jovens e 42,6% dos adultos.

No Brasil, Rios et al., 2007, avaliaram a prevaléncia de desgaste em
dentes deciduos de criancas de 6 anos de idade e verificaram que 34,8% das
criancas apresentavam desgaste nos incisivos, 78,1%, nos caninos e 40,7% nos
molares. Analisando as respostas a um questionario de fatores etioloégicos para
desgaste dentario, que foi aplicado aos pais das criancas, os autores consideraram
gue o desgaste nos caninos apresentou correlacdo com a presenca de bruxismo, e
gue o desgaste nos incisivos apresentou correlacdo com o habito de segurar o
refrigerante na boca antes de engolir. No entanto, os autores concluiram que o0s
achados indicam que o desgaste nos incisivos poderia ser considerado fisiologico

para esta idade.
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Sales-Peres et al.,, 2008, avaliaram a prevaléncia de desgaste dentério
em 295 adolescentes brasileiros com 12 anos de idade. No total, 24.780 superficies
dentarias foram avaliadas, sendo que 73,10% nao apresentaram nenhum desgaste,
24,10%, apresentaram lesdes incipientes e 2,46% lesbes moderadas. Lesdes
severas nao foram detectadas. A prevaléncia de desgaste dentéario foi de 26,90%,
sendo 53,22% em incisivos, 50,51% em caninos, 10,17% em pré molares e 10,85%
em molares. Além disso, a prevaléncia de desgaste em diferentes niveis foi similar

em meninos e meninas.

Desta forma, conclui-se que a erosao néo se trata de uma leséo rara. Em
adicdo, sendo a perda de estrutura dentaria irreversivel, medidas preventivas para

erosao dentaria devem ser instauradas.

Protocolos utilizando ferro também tém sido testados em situacdes que
simulam desafios erosivos. Neste sentido, Brookes et al. (2004), utilizaram o FeS04 a
10 mmol/L e observaram que este composto inibiu em 51% a dissolugéo da
hidroxiapatita sintética por acido acético a 10 mmol/L, enquanto que uma solucéo
contendo 1,24 mmol/L FeSO, apresentou uma inibicdo de 10%. Este grupo de
pesquisa havia publicado anteriormente um trabalho de pesquisa, mostrando o efeito
do cobre na inibicdo da desmineralizacdo do esmalte humano (BROOKES et al.,
2003). Estes resultados estdo de acordo com o estudo de Buzalaf et al. (2006), onde
foi encontrada uma inibicdo na desmineralizacdo do pé de esmalte bovino de 40 e
13%, respectivamente, para as concentracdes de FeSO, de 10 mmol/L e 1,25
mmol/L, respectivamente. A inibicdo maxima (em torno de 50%) da dissolucao foi
encontrada para a dose de 15 mmol/L, ndo havendo uma inibicdo adicional pelo

incremento da dose até 120 mmol/L.

Em 2007, Sales-Peres et al., avaliaram o efeito de um bochecho com
solucdo de FeSO, a 10 mmol/L na redugcdo do desgaste e perda de dureza
superficial em blocos de esmalte e dentina submetidos a desafio erosivo e abrasivo
in situ/ex vivo. Durante duas fases experimentais de 5 dias cada, 10 voluntarios
utilizaram um dispositivo intraoral palatino com 12 espécimes, sendo 6 de esmalte e
seis de dentina, alocados em 3 fileiras horizontais (4 espécimes cada). Em uma das
fases, os voluntarios imergiram o dispositivo na Coca-Cola® por 5 minutos, 4 vezes
ao dia, e imediatamente apés a imersao no refrigerante nenhum tratamento era

realizado em uma das fileiras, a outra fileira foi escovada apds 1 minuto usando um
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dentifricio fluoretado e o dispositivo foi recolocado na boca. Apds 30 min, a ultima
fileira também foi escovada. Na outra fase, os mesmos procedimentos foram
repetidos, porém apos a imersdo do dispositivo no refrigerante, os voluntarios
realizaram um bochecho com a solucdo contendo 10 mmol/L de Fe*?. A solucéo
testada reduziu significativamente a perda de dureza superficial em esmalte e o

desgaste em dentina.

Num estudo feito por Kato et al. (2007), avaliou-se o efeito de varias
concentracdes (1,25, 2,5, 5, 10, 15, 30 e 60 mmol/L) de FeSO, na dissolucédo do p6
de esmalte bovino quando adicionado a duas bebidas carbonatadas, Sprite Zero® e
Coca-Cola®. Os resultados mostraram uma reducéo de 11 e 17% quando o FeSO,
foi adicionado & Coca-Cola® em concentracdes de 30 e 60 mmol/L, respectivamente.
No entanto, para a Sprite Zero®, concentracées de FeSO, acima de 10 mmol/L ndo
apresentaram efeito significativo, enquanto concentracbes ainda maiores
aumentaram a dissolucdo do p6 de esmalte. Sendo assim, o tipo do acido presente
nestas bebidas parece modular o efeito do FeSO,4 em inibir a dissolucdo do pé de
esmalte bovino. O mesmo grupo de pesquisadores também avaliou o efeito de 10
mmol/L de Fe*? adicionado ao refrigerante (Coca-Cola®) na desmineralizacdo de
blocos de esmalte bovino, e encontrou reducgao significativa em relacdo ao desgaste
dentario (0,9 um) quando comparado ao grupo controle (1,6 um) Kato et al. (2007).
Diante destes resultados, o grupo realizou um trabalho in situ no qual foi observado
que a adicdo de Fe™ a 10 mmol/L & Coca-Cola® reduziu significativamente seu
potencial erosivo tanto em esmalte quanto em dentina bovinos (KATO, 2007), sendo

o efeito protetor mais pronunciado em dentina.

O efeito do Fe*? também foi avaliado por Kato et al. (2009) quando
adicionado a um verniz. Para isso, blocos de esmalte bovinos foram cobertos com
uma fina camada do verniz experimental contendo 10 mmol/L de Fe*? o qual foi
removido apos 6 horas, e entdo as amostras foram submetidas a seis ciclos de des-
re (Coca-Cola® 10 min e 1 hora saliva artificial). Os resultados revelaram que o
desgaste dentério foi significativamente menor no grupo do verniz experimental (0,45
pum) quando comparado ao verniz fluoretado (2,7% F, 0,55 pm), ao verniz placebo -

0,99 um) e ao grupo sem tratamento (1,01 um).

A partir desta revisdo de literatura fica evidente que o ion ferro tem agéo

benéfica na inibicdo da desmineralizacdo dentéria, seja ela de natureza cariogénica
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ou erosiva. Como a prevaléncia de erosdo dentaria tem aumentado nos ultimos
anos, e um grande contribuinte para isto € o consumo crescente de bebidas acidas,
€ muito importante o estudo de medidas preventivas capazes de reduzir o efeito
erosivo destas bebidas. Uma vez que quando adicionado as bebidas o ferro pode
causar manchamento dentario e modificar o sabor da bebida, além dos problemas
toxicologicos, seria interessante testar sua utilizacdo em associacdo a outros ions
com potencial preventivo de desmineralizacdo ja reconhecido na literatura, como é o
caso do fliior, o que permitiria 0 emprego de doses ainda menores de Fe*?. Em
adicdo, o dentifricio parece ser um veiculo atraente para a aplicacao de ferro, uma
vez que eventuais manchas decorrentes da aplicagcdo poderiam ser removidas

durante a escovacao.

Fldvia de Moraes Italiani



3 PROPOSI( 'gO






3 Proposicdo 49

3 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivos gerais:

1. Investigar o efeito do Fe*?, associado ou ndo ao F, na reducdo da

desmineralizacdo do esmalte dentario bovino;

2. Desenvolver e avaliar um dentifricio enriquecido com Fe*? para

utilizag@o na prevencgédo da erosdo associada a abrasao.

A fim de se atingir estes objetivos, foram realizados quatro subprojetos,

gue tiveram os seguintes objetivos especificos:

1. Determinar o efeito protetor de concentracdes crescentes do Fe*?
associadas ou ndo a presenca de concentracdes crescentes de F

contra a dissolucéo do p6 de esmalte bovino in vitro;

2. Avaliar o efeito protetor do Fe*? contra a dissolucdo mineral da

superficie do esmalte bovino in vitro;

3. Desenvolver e avaliar, in vitro, dentifricios fluoretados enriquecidos
com diferentes concentracdes de Fe*?, visando & prevencdo da perda

mineral do esmalte bovinos;

4. Avaliar, in situ, o efeito inibidor do dentifricio acrescido de Fe*?e F™ na
desmineralizagdo do esmalte e dentina bovinos sadios ou previamente

erodidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SUBPROJETO 1: DETERMINACAO DO EFEITO PROTETOR DE
CONCENTRACOES CRESCENTES DE FE*? ASSOCIADAS OU NAO A
PRESENCA DE CONCENTRACOES CRESCENTES DE F CONTRA A
DISSOLUCAO DO PO DE ESMALTE BOVINO IN VITRO

4.1.1 Obtencéao, corte e polimento dos fragmentos de esmalte bovino

Para a realizagéo do estudo, utilizaram-se aproximadamente 100 incisivos
bovinos, que foram previamente extraidos (Frigorifico Vangélio Mondelli / Bauru -
SP) e vieram armazenados em recipientes contendo solugcéo de timol a 0,1%. Os
dentes foram selecionados a fim de se eliminar os que apresentassem rachaduras e
hipoplasias. A superficie do esmalte foi limpa com escova de Robinson, em baixa
rotacdo (Kavo do Brasil S.A. Industria e Comércio - Joinville, Brasil) com a mistura
de pedra pomes fina e agua deionizada. Os dentes foram enxaguados com agua

deionizada e nela armazenados até o momento do corte.

Para a obtencédo dos blocos de esmalte bovino, as coroas foram fixadas
pela face palatina com godiva de baixa fusao (Kerr) em placas quadradas de resina
acrilica com dimensdes de 4 cm x 4 cm x 1 cm. Esta placa de resina foi
posteriormente acoplada a uma cortadeira elétrica ISOMET Low Speed Saw
(Buehler Ltd, USA) na qual, utilizando-se dois discos diamantados dupla face (High
Concentration Diamond. Wafering Blade — 102 mm x 0,3 mm x 12,7 mm/ Extec
Corp.-USA/Ref: 12205) e um espacador de aco inoxidavel (7 cm de diametro, 4
mmol/L de espessura e orificio central de 1,3 cm confeccionado previamente sob
encomenda em uma tornearia) entre os discos, foram realizados um corte no sentido

meésio-distal e um no sentido cérvico-incisal.

Os blocos de dentes bovinos foram submetidos ao polimento da dentina,
até restar somente o esmalte. Para isso, os blocos foram fixados em discos de
acrilico com cera pegajosa (KOTA) e entdo, sofreram desgaste na superficie de

dentina com lixa d’agua de carbeto de silicio de granulagdo 320 numa lixadeira
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elétrica com sistema de polimento multiplo, automatico para seis corpos de prova
(APL-4/AROTEC-Cotia, Sdo Paulo) até que o fragmento permanecesse totalmente
isento de remanescentes de dentina. Os fragmentos de esmalte foram mantidos

secos a temperatura ambiente e armazenados em frascos plasticos.

A partir destes fragmentos de esmalte foi produzido esmalte em pé, a
partir da moagem dos fragmentos em equipamento tipo gral e pistilo (KM1, MLW,
Hergerstellt, Alemanha). A moagem foi executada até que se obtivessem fragmentos
menores que 106 um. Estes fragmentos foram selecionados através de passagem
por uma peneira de Tamis (Bertel, Caieiras, Brasil), com uma malha que permitia a
passagem de particulas menores que 106 pum. Para se padronizar o tamanho das
particulas, apdés a passagem pela peneira acima descrita, 0 po obtido foi levado a
outra peneira de Tamis (Bertel, Caieiras, Brasil) que permitia a passagem de
particulas menores que 75 um. O p6 de esmalte que n&o passou por esta peneira, €,

portanto, contendo particulas entre 75 e 106 um de diametro, foi usado no estudo.

4.1.2 Delineamento experimental

Seguindo um modelo abidtico, proposto por BROOKES et al. (2003), no
tempo 0, 0,4 mL de &cido acético 10 mmol/L contendo ou néo ferro ou fldor foram
adicionados a 40 mg de esmalte em p6 (1 mg de esmalte em pd/ 10 pL de acido
acético) e agitado por 30 segundos (em triplicata). A amostra foi imediatamente
centrifugada por 30 segundos a 11000 rpm e o sobrenadante removido apés 1
minuto e 40 segundos. Este procedimento foi repetido com acido acético a 10
mmol/L contendo concentracdes crescentes de ferro (1,25, 2,5, 5, 10, 15, 30, 45, 60,
90 ou 120 mmol/L) associadas ou ndo a presenca de flior em concentracfes
crescentes (0,125, 0,25, 0,5, 1, 2 ou 4 pg/mL) ( Figura 1).

Os mesmos procedimentos descritos acima foram também realizados
utilizando-se o acido latico a 10 mmol/L, por ser este o acido mais encontrado

durante o metabolismo de acucares na placa bacteriana.
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Figura 1 - llustragdo esquematica do delineamento experimental do Subprojeto 1
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4.1.3 Determinacao do fésforo liberado pelo esmalte em po

O fésforo liberado no sobrenadante foi determinado colorimetricamente

em triplicata, pelo método de Fiske e Subarrow (1925), utilizando-se um

espectrofotometro digital (Cary 50).

Para o preparo das amostras e dos padrbes empregaram-se 0s seguintes

reagentes:

1-

Reativo Redutor
Acido alfa amino naftol sulfénico (AANS): 0,2 g
Sulfeto de sddio: 1,2 g

Dissulfito de sédio: 1,2 g

A mistura acima foi triturada em gral e armazenada em frasco escuro. Na

hora da analise, cada 0,025 g da mistura foi dissolvida em 1,0 mL de &gua

deionizada.

2- Acido Molibdico

Molibdato de amoénio: 6,25 g

Acido sulfurico concentrado: 27,0 mL

3- Padrao contendo 3 mg% P (a partir de fosfato de potassio)

A reacéo foi feita de acordo com o quadro 1.
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Quadro 1 - Dosagem de fésforo de acordo com o método de FISKE; SUBBAROW (1925)

Blanck Padréo Padrao Padréo Padréo Padréo Padrao Amostra
Agua 2,300 2,275 2,250 2,200 2,100 1,900 1,500 2,200
deionizada mL mL mL mL mL mL mL mL
Padrédo P 3 0,025 0,050 0,100 0,200 0,400 0,800
mg% mL mL mL mL mL mL
0,100
Amostra - - - - - - -
mL
Acido ) .
o 0,500 mL em todos, agitar e esperar 10 minutos
molibdico
Reativo . . -
Redut 0,200 mL em todos, agitar imediatamente, esperar 20 minutos e ler a amostra
eautor
A 660 nm
ug P 0 0,75 15 3,0 6,0 12,0 24,0

Inicialmente, foi colocada agua deionizada nos tubos de ensaio de acordo
com os volumes descritos no quadro 1. A seguir foram colocados, em triplicatas, os
padrdes de P ou as amostras. Entédo foi colocado 0,5 mL de &cido molibdico em
todos os tubos, feita agitacéo e esperaram-se 10 minutos. A coloragéo da reacgao foi
desenvolvida pela adicdo de 0,2 mL de reativo redutor. Apds 20 minutos da
colocacao do reativo redutor, procedeu-se a leitura em espectrofotémetro (Cary 50)
a 660 nm de absorbancia.

4.1.4 Analise estatistica

O software GraphPad Prism 4 versao 4.0 for Windows, Graph Pad
Software (San Diego, CA, USA) foi utilizado. Os dados foram analisados por ANOVA
a 2 critérios (concentracdo de Fe™ e concentracdo de F), seguida pelo teste de
Bonferroni para comparacdes individuais. Foram realizados testes separados para

0s experimentos realizados com acido acético e acido latico.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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4.2 SUBPROJETO 2: AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DE FE* CONTRA A
DISSOLUCAO MINERAL DA SUPERFICIE DO ESMALTE BOVINO

4.2.1 Obtencéao e corte dos fragmentos de esmalte bovino

Os dentes foram fixados em uma placa de resina acrilica com dimensdes
de 4 cm x 4 cm x 1 cm, pela face palatina, com godiva de baixa fusdo. A placa foi
acoplada a uma cortadeira elétrica (ISOMET Low Speed Saw (Buehler Ltd, USA) e,
utilizando-se um disco diamantado dupla face (High Concentration Diamond.
Wafering Blade - 102 mm x 0,3 mm x 12,7 mm Extec Corp.-USA/Ref: 12205), os
incisivos foram cortados. Um corte transversal foi feito para realizar a separacao da
coroa e raiz (figura 2) e um corte longitudinal, no sentido vestibulo-lingual, no longo
eixo da coroa, foi realizado para separar as metades mesial e distal do dente (figura
3).

A superficie natural do esmalte da face vestibular foi deixada exposta e o
restante do fragmento foi coberto com esmalte de unha (Risque, Niasi, Tabodo da

Serra, Brasil), seguindo modelo proposto por Brookes, 2004 (figura 4).

Figura 2 - Corte transversal, Figura 3 - Corte longitudinal, Figura 4 - Fragmento de
separando a coroa da raiz separando as faces mesial e dente bovino. Face vestibular
distal do fragmento livre de esmalte de unha e o
restante, coberto com o

mesmo
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4.2.2 Delineamento experimental

Uma série de 7 tubos plasticos foi preparada para cada fragmento, num
total de 84 frascos (n=6), cada um contendo 2 mL de &acido acético a 10 mmol/L pH
3,2. No frasco 4, ao 4cido acético foi adicionado FeSO,.7H,O numa concentracao de
10 mmol/L. Um dos fragmentos foi colocado no frasco 1 e agitado por 1 minuto. Foi
entdo removido e lavado em agua corrente deionizada, sendo o excesso de agua
retirado com papel toalha absorvente. Este procedimento repetiu-se na medida em
gue os dentes foram serialmente expostos ao contetudo dos frascos 2 até 7. O
mesmo aconteceu para 0s outros cinco fragmentos. Como controle, o outro
fragmento obtido do mesmo incisivo bovino foi similarmente exposto a uma série
nova de 7 frascos contendo apenas acido acético a 10 mmol/L (figura 5). Em
sequéncia, para se determinar a quantidade de esmalte dissolvido durante cada
exposicdo no conteldo de cada frasco foi analisado o fosforo, em triplicata, pelo
método colorimétrico descrito por Fiske e Subarrow (1925), ja descrito acima (item
4.1.3).

H,0 H,0 H,0 H,0 H,0 H,0

< < < < < < <

Frasco 1 Frasco 2 Frasco 3 Frasco 4 Frasco 5 Frasco 6 Frasco 7

Frasco 4 - Acido Acético a 10 mmol/L + FeSO,.7H,0 a 10 mmol/L
Demais Frascos — Somente Acido Acético a 10 mmol/L

Analise de P por

espectrofotometria (660 nm)
(Fiske-Suborrow, 1925)

[davison]

Figura 5 - llustracdo esquematica do delineamento experimental do Subprojeto 2
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4.2.3 Anédlise estatistica

O software GraphPad Prism 4 versdo 4.0 for Windows, Graph Pad
Software (San Diego, CA, USA) foi utilizado. Os dados foram analisados por ANOVA
a 2 critérios (grupos (experimental e controle) e frascos (1 a 7)), seguida pelo teste

de Bonferroni para comparacdes individuais.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4.3 SUBPROJETO 3: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO, IN VITRO, DE
DENTIFRICIOS FLUORETADOS ENRIQUECIDOS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE FE*, VISANDO A PREVENCAO DA PERDA
MINERAL DO ESMALTE BOVINOS

A fim de se obter uma formula com boa estabilidade de cor, textura e
sabor, aproximadamente 16 férmulas piloto de dentifricios foram desenvolvidas em
nosso laboratério (dados ndo mostrados). Muitas dificuldades foram enfrentadas,
uma vez que ndo se obtinha estabilidade, principalmente em relacdo a textura do

mesmo.

A composicao basica da formula que foi utilizada incluiu: sacarina sodica,
cocoamidopropilbetaina, lauril sulfato de sédio, silica, carboximetilcelulose, sorbitol,
glicerina bi-destilada, goma xantana, metilparabeno, propilparabeno, polietilenoglicol,
esséncia de menta, corante e agua. A concentracdo de Fe'? presente nos
dentifricios variou de 0, 1,0 mg/g, 2,5 mg/g ou 5,0 mg/g, combinado ao ndo ao F

(como NaF), que variou, de 0 ou 1100 pg/mL.

Para se determinar a melhor dose de Fe™ e de F que deveria ser
incorporada ao dentifricio para se prevenir a perda mineral do esmalte, foi realizado

um estudo in vitro com diferentes concentracdes desses ions.
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4.3.1 Obtencéo, corte e polimento dos fragmentos de esmalte bovino

Para a realizacdo do estudo, utilizaram-se 200 incisivos bovinos. Os
dentes foram previamente extraidos (Frigorifico Vangélio Mondelli / Bauru - SP) e
vieram armazenados em recipientes contendo solugéo de timol a 0,1%. A superficie
do esmalte foi limpa com escova Robinson, em baixa rotacdo (Kavo do Brasil S.A.
Industria e Comércio - Joinvile, Brasil) com a mistura de pedra pomes fina e agua
deionizada. Os dentes foram enxaguados com agua deionizada e nela armazenados

até o momento do corte.

Para realizacdo dos cortes dentarios, o protocolo seguido foi 0 mesmo
descrito no item 4.1.1. Posteriormente, os blocos de esmalte sofreram desgaste na
superficie de dentina por causa da curvatura interna da camara pulpar. A superficie
de dentina foi desgastada na politriz com lixa d’agua de carbeto de silicio de
granulacdo 320 até que permanecesse totalmente plana para que fosse acomodada
nos discos de acrilico. A espessura final do bloco de esmalte permaneceu em torno
de 2 a 2,5 mm. Depois de planificada a dentina, os fragmentos foram levados a
lavadora ultra-s6nica (UNIC, USC 750, USA) com 1.700 mL de &gua deionizada, por
2 minutos (em torno de 16 blocos por vez). Utilizou-se papel toalha para secagem
dos blocos e estes foram descolados e refixados em blocos de resina com cera
pegajosa para escultura de prétese fixa (KOTA), agora com a superficie de esmalte

voltada para cima.

Os fragmentos de esmalte foram submetidos a um processo de polimento
das superficies de esmalte, objetivando planifica-las e regulariza-las. Para este
procedimento foi utilizada a mesma lixadeira elétrica usada para o desgaste da
dentina e uma sequéncia de lixas de granulacdo 320, 600, 800 e 1200, por 30
segundos cada, e com banhos intermediarios em lavadora ultra-sénica ap0s 0 uso

de cada lixa.

Apbs o polimento com as lixas, os blocos de esmalte foram polidos com
feltro de papel (BUEHLER POLISHING CLOW, Texmet 1000 with adhesive backing
for 8” wheel) durante 2 minutos com solucdo diamantada a base de agua de 1 pm
(BUEHLER, n. 40-6530). Os blocos de esmalte foram novamente lavados com agua
deionizada um a um. ApdOs este procedimento, os blocos de esmalte ja estavam

prontos para se avaliar a microdureza. Os blocos lixados e polidos foram
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armazenados em recipientes plasticos fechados, juntamente com gaze embebida

em agua deionizada, a temperatura de 4° C, na camara fria.

4.3.2 Avaliacdo da microdureza inicial dos fragmentos

Para as analises das microdurezas de esmalte, utilizou-se o
microdurémetro SHIMADZU MICRO HARDNESS TESTER HMV-2.000 (Shimadzu
Corporation - Kyoto-Japan), com penetrador tipo Knoop (KHN), com carga estatica
de 25 gramas e tempo de 10 segundos, acoplado ao Software para analise de
imagem CAMS-WIN (NewAge Industries, USA). Foram feitas 5 endentacfes
equidistantes 100 pum entre si no centro dos blocos de esmalte antes dos

tratamentos, com a finalidade apenas de selecionar os mesmos.

4.3.3 Delineamento Experimental

Foram utilizados 200 blocos de esmalte bovino (4 x 4 mmol/lL),
selecionados pela microdureza de superficie (SMH inicial), 10% acima e 10% abaixo
da média da microdureza dos blocos, protegidos em metade da superficie com
esmalte de unha (Risque, Niasi, Tabodo da Serra, Brasil) e distribuidos em 10
grupos de acordo com o tipo de dentifricio usado: (A) Crest® (1.100 pug/mL F, NaF,
controle positivo, n=20), (B) Formulado com F (1.100 pg/mL, NaF) (n=20); (C)
Formulado com 1,0 mg/g Fe*? (n=20); (D) Formulado com 2,5 mg/g Fe*? (n=20); (E)
Formulado com 5,0 mg/g Fe*? (n=20); (F) Formulado com F (1.100 pg/mL, NaF) +
1,0 mg/g Fe*? (n=20); (G) Formulado com F (1.100 pg/mL, NaF) + 2,5 mg/g Fe*?
(n=20); (H) Formulado com F (1.100 pg/mL, NaF) + 5,0 mg/g Fe™ (n=20); (1)
Placebo (sem F e sem Fe*?): (J) Sem escovacdo (controle negativo, n=20). Todos
os dentifricios formulados possuiam a mesma composicao, exceto pela presenca ou

ndo de F e diferentes concentracdes de Fe*.

Todos os blocos permaneceram durante 2 h em saliva humana para a
formacdo da pelicula adquirida. Apos este periodo, foram submetidos a 5 ciclos de

desmineralizacdo (Coca-cola®, Cia de Bebidas Ipiranga, Ribeirdo Preto, Brasil, 10
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mL/bloco, 5 minutos), lavagem em agua deionizada (20 segundos), escovagdo na
maquina (30 segundos), nova lavagem em &agua deionizada (20 segundos) e

remineralizacdo em saliva artificial por 55 minutos.

Para a realizacdo dos testes de abraséo, foi utilizada uma maquina para
simulacdo de escovacao (figuras 6 e 7). Neste equipamento foi acoplada uma
escova elétrica da marca Oral-B®, Cross Action™ Power, Procter & Gamble,
Cuajimalp, México (1 cabeca/20 blocos do mesmo grupo). Cada cabeca teve suas
cerdas posteriores cortadas para que nao ficassem em contato com o anel do

dispositivo (figuras 8 e 9).

Figura 6 Figura 7

Figuras 6 e 7 - Dispositivo para simulacdo de escovagado com acoplamento de escova elétrica

Figura 8 Figura 9

Figuras 8 e 9 - Cabeca da escova elétrica modelo Cross Action e cabeca da escova com as cerdas
posteriores cortadas, respectivamente

A carga aplicada em cada bloco de esmalte foi de 200 g,
aproximadamente 1,96 newtons (WIEGAND et al., 2007), e o experimento foi
realizado a temperatura ambiente. Em cada ciclo, 1,5 mL da solugéo do dentifricio

foi injetado com pipeta volumétrica sobre cada espécime, sendo 0,5 mL a cada 10
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segundos. A solugéo de dentifricio foi preparada na proporcédo 1 parte de dentifricio/

3 partes de agua deionizada em peso.

Um intervalo de 55 minutos foi mantido entre os ciclos. Neste periodo, os
blocos permaneceram na saliva artificial. Ao final dos 5 ciclos, também houve
permanéncia em saliva artificial por 55 minutos. O desgaste da superficie de esmalte
foi mensurado da parte higida (protegida) para a erodida/abrasionada, através de

um perfildmetro (HomMel Tester T 1000, HoMmelwerke, Schwenningen, Alemanha)

(figura 10).
L
{‘
N oS
a ‘ >
g Dente polido

Incisivo Maquina de —— Ld
bovino ?:orte Politriz Microdurémetro

\ & - Agua por

= 20s

Seom Escovagi
m

o e
i)

\ 2

por 3

Agua por _
20s

Apés 5 ciclagens
de pH e escovagao

[davison]

Escovagao

Os

&= |

10 mL/bloco
5 min

\

’ Saliva artificial
55 min

Perfilometro

»

Saliva humana
2h

o——

Desgaste

Figura 10 - llustracao esquematica do delineamento experimental do Subprojeto 3
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4.3.4 Anédlise estatistica

Foi utilizado o software GraphPad Instat versdo 2 para Windows
(GraphPad software, San Diego, Ca, EUA). Uma vez que os dados apresentaram
distribuicdo normal, mas ndo foram homogéneos, foi feita transformacao logaritmica
para posterior aplicacdo de ANOVA e teste de Tukey para comparacdes individuais.

O nivel de significancia adotado foi de 5%.

4.4 SUBPROJETO 4: ANALISE DO EFEITO INIBIDOR DO DENTIFRICIO
ACRESCIDO DE FE** E F NA DESMINERALIZACAO DO ESMALTE E
DENTINA BOVINOS IN SITU

4.4.1 Obtencédo, corte e polimento dos fragmentos de esmalte e dentina

bovinos

Para este estudo, foram utilizados 240 blocos de esmalte e 240 blocos de

dentina bovinos.

A obtencdo e o corte dos fragmentos de esmalte bovino seguiram o0s
mesmos procedimentos descritos no item 4.1.1. O polimento dos fragmentos de

esmalte seguiu o protocolo descrito no item 4.3.1.

Para os fragmentos de dentina, os procedimentos de obtencao, corte e
polimento da dentina interna foram semelhantes aos procedimentos descritos nos
itens 4.1.1 e 4.3.1. ApOs a planificacdo da dentina interna, os fragmentos foram
lavados em lavadora ultra-s6nica e secos com papel toalha. Os fragmentos foram,
entdo, descolados e refixados em blocos de resina com cera pegajosa agora com a
superficie de esmalte voltada para cima. Este esmalte da superficie dos blocos foi
todo removido através do desgaste com a lixa d’agua de granulagéo 320 na politriz.
Quando nao havia mais remanescente de esmalte dentario, a dentina sofreu um
processo de polimento. Para este procedimento, foi utilizada a politriz e a mesma

sequéncia de lixas utilizadas para o polimento do esmalte (granulacdo 600, 800 e
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1200 por 30 segundos cada e com banhos intermediarios em lavadora ultra-sonica

apos o uso de cada lixa).

Apoés o polimento com as lixas, os blocos de dentina foram polidos com
feltro de papel (BUEHLER POLISHING CLOW,) durante 2 minutos com solucdo
diamantada a base de agua de 1 um (BUEHLER, n. 40-6530). Os blocos de dentina
foram novamente lavados com agua deionizada um a um. Apds este procedimento,
os blocos de dentina apresentavam aspecto vitreo e ja estavam prontos para serem
utilizados no experimento. Os blocos de dentina foram armazenados em recipientes
plasticos fechados a temperatura de 4° C, na camara fria, totalmente cobertos com
agua deionizada, a fim de se evitar o ressecamento dos blocos e colabamento das

fibras colagenas.

4.4.2 Avaliagcdo da microdureza inicial dos fragmentos

Para as analises das microdurezas de esmalte, 0 mesmo procedimento

descrito no item 4.3.2 foi realizado.

A avaliacdo da microdureza néo foi realizada nos fragmentos de dentina,
uma vez que a dureza nestes blocos é bastante sujeita a variacbes em funcédo do
grau de hidratacao do tecido, que tem influéncia direta no grau de colabamento das
fibrilas colagenas (ATTIN et al., 2006).

4.4.3 Delineamento experimental

Apb6s a aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Bauru — SP (Anexo A), foram selecionados dez
voluntérios, na faixa etaria de 18 a 32 anos, sem distincdo em relacdo ao género,
participaram deste estudo cruzado e cego, realizado in situ em 4 fases de 5 dias,
separadas por um intervalo de 10 dias. Em 3 fases foram utilizados dentifricios com
a mesma formulacdo basica, mas com a seguinte composicdo: (grupo 1) sem F" e
sem Fe*? (placebo); (grupo 2) com 1100 pg/mL F (como NaF); (grupo 3) com 1100

ug/mL F + 5 mg/g Fe™. Na outra fase (grupo 4) foi utilizado o dentifricio Crest,
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contendo 1100 pug/mL F (como NaF) (padrdo ouro). Durante o periodo de intervalo,

0s voluntérios utilizaram dentifricio placebo.

Os voluntarios utilizaram dispositivos acrilicos intrabucais palatinos
contendo 12 blocos dentérios provenientes de incisivos bovinos, sendo 6 de esmalte
(trés higidos e trés previamente erodidos por imersdo em Coca-Cola®, Cia de
Bebidas Ipiranga, Ribeirdo Preto, Brasil, por 10 minutos) e 6 de dentina (trés higidos
e trés previamente erodidos por imersdo em Coca-Cola® por 10 minutos). Os blocos
foram alocados em 2 fileiras de trés pares de blocos cada. Cada dois pares, ou um
guarteto, continham 1 bloco de esmalte e 1 de dentina higidos e 1 bloco de esmalte
e 1 de dentina previamente erodidos. Cada quarteto recebeu um tratamento
diferente. Num quarteto s6 foi realizada erosdo (grupo controle - verde), no outro
foram realizados erosdo e gotejamento do “slurry” do dentifricio correspondente
aquela fase, por 30 segundos (grupo ER + GOTA - amarelo), e no ultimo, eroséo e
abrasdo com “slurry” do dentifricio correspondente aquela fase, por 30 segundos
(grupo ER + ABR - azul) (figura 11). A escovacao foi realizada de forma manual,

com escova extra-macia (Bitufo Class 28, Bitufo, Itupeva, Brasil).

Figura 11 - Esquema ilustrativo da alocagdo dos blocos nos dispositivos acrilico. Os blocos
destacados em verde s6 foram submetidos a eroséo, aqueles destacados em amarelo
foram submetidos a erosédo e gotejamento do “slurry” de dentifricio, enquanto que os
destacados em azul foram submetidos a eroséo e abrasdo com “slurry” do dentifricio.
EH — esmalte higido; EE - esmalte previamente erodido; DH — dentina higida; DE —
dentina previamente erodida.
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Cada voluntario recebeu, em cada fase, uma Lista de Instrugcbes ao
Voluntario (Anexo D), 5 garrafas de Coca-Cola®, copo de vidro demarcado no nivel
de 150 mL, 1 escova de dentes Bitufo® (Bitufo Class 28, Bitufo, Itupeva, Brasil), 1 fio
dental sem flior (Colgate®, Sdo Bernardo do Campo, Brasil), 1 caixinha de aparelho,
gaze e o dentifricio correspondente a fase. No periodo de descanso, 0 voluntario

utilizou dentifricio placebo.

O dispositivo foi instalado na noite anterior ao inicio do estudo, apos a
tltima higiene e antes do voluntério dormir. Os mesmos foram orientados a nao
fazer desafio erosivo nem abrasivo nos blocos durante as primeiras 12 horas da fase

intra-oral para a formacao da pelicula adquirida.

Apoés este periodo, os voluntarios realizaram 4 vezes por dia o desafio
erosivo: imersdo do aparelho dentro de um copo com Coca-Cola® (150 mL) por 5
minutos, remocao do dispositivo do copo, lavagem do dispositivo com agua corrente.
Destas, 2 vezes, além do desafio erosivo, o voluntario deveria gotejar o “slurry” (1
gota) no setor amarelo (ER + GOTA) e deixar agir por 30 segundos e em seguida
lavar o dispositivo e, no setor azul (ER + ABR), o voluntario deveria gotejar o “slurry”
(1 gota) e realizar o desafio abrasivo por meio da escovacédo por 30 segundos
(MAGALHAES et al., 2009).

O mesmo dentifricio utilizado no preparo do “slurry” foi utilizado para

realizar a higiene oral (protocolo semelhante ao de MAGALHAES et al., 2007).

Durante o0 uso, os voluntarios foram instruidos a utilizarem o dispositivo
durante 20 horas diarias. As outras 4 horas deveriam ser utilizadas para as
principais refeicdes (café da manha, almocgo, jantar e ceia), ocasido em que o0
dispositivo deveria ser retirado da boca e permanecer envolto por gaze embebida

em agua de abastecimento.

Além disso, entre cada desafio erosivo, o voluntério deveria aguardar, no
minimo, 2 horas, para que houvesse tempo de ocorrer 0 processo de

remineralizacéo pela saliva.

Apbés o experimento, os blocos foram avaliados quanto ao desgaste
dentario através da perfilometria. A Figura 12 ilustra o delineamento experimental

descrito.
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Figura 12 - llustracdo esquemética do delineamento experimental do Subprojeto 4

4.4.4 Andlise estatistica

O software GraphPad Prism 4 versdo 4.0 for Windows (GraphPad

Software, San Diego, CA, EUA) foi usado.

Inicialmente foram checadas a

normalidade e a homogeneidade dos dados. Estando estes critérios satisfeitos, os

dados de esmalte higido ou previamente erodido, bem como dentina higida ou

previamente erodida foram analisados separadamente por ANOVA a 2 critérios (tipo

de dentifricio e condicdo) de medidas repetidas, seguida pelo teste de Bonferroni

para comparacdes individuais. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 SUBPROJETO 1. DETERMINACAO DO EFEITO PROTETOR DE
CONCENTRACOES CRESCENTES DE FE' ASSOCIADAS OU NAO A
PRESENCA DE F CONTRA A DISSOLUCAO DO PO DE ESMALTE BOVINO
IN VITRO

O efeito do Fe' associado ou ndo ao F na protecdo contra a
desmineralizacdo do p6 de esmalte bovino pelo acido acético foi investigado usando-
se concentracbes crescentes destes ions. Isto permitiu a obtencdo de uma curva
dose-resposta do efeito protetor do Fe*? associado ao F~ para que fosse definida a
concentracdo de ambos a ser usado no Subprojeto 2. Para o acido acético, os
resultados da quantidade de P (x DP) liberado a partir do p6 de esmalte estdo
mostrados no quadro 2, e os resultados da perda de P a partir do p6 de esmalte

normalizada em relacdo ao controle (sem Fe*?) estdo mostrados nas figuras 13 a 19.
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Quadro 2 - Quantidade de P (ug), média(xDP), liberada a partir do p6 de esmalte em funcdo das
concentragbes de Fe™ e F adicionados ao meio de reacdo (acido acético 10 mmol/L),

n=3
Concentra-¢&o Concentracéo de Fe*? (mmol/L)
de F" (ug/mL)
0 1,25 2,5 5 10 15 30 45 60 90 120
8,242 6,770 6,693 6,296 5,423 5,223 3,632 3,649 3,685 3,801 4,457
0
(0,004) | (£0,226) | (£0,108) | (£0,149) | (£0,057) | (¥0,065) | (0,153) | (£0,148) | (£0,038) | (£0,100) | (+0,038)
8,139 6,984 6,742 6,792 5,736 5,439 3,975 3,414 3,892 3,694 4,373
0,125
(£0,083) | (£0,049) | (£0,074) | (x0,050) | (¢0,100) | (¢0,175) | (¢0,192) | (x0,064) | (0,043) | (0,043) | (£0,026)
8,075 7,158 6,635 6,618 5,793 5917 3,853 3,607 3,809 4,015 4,681
0,25
(£0,207) | (£0,109) | (£0,137) | (x0,043) | (x0,093) | (+0,051) | (20,172) | (0,050) | (0,071) | (0,025) | (+0,038)
8,060 7,134 6,751 6,676 5,958 5,678 3,787 3,657 3,652 3,916 4,473
0,5
(£0,047) | (£0,217) | (£0,087) | (x0,063) | (x0,182) | (+0,131) | (x0,038) | (0,051) | (0,075) | (0,025) | (+0,090)
7,988 7,047 6,833 6,858 5,596 5,760 3,852 3,523 3,941 3,875 4,299
1,0
(£0,086) | (£0,110) | (£0,241) | (x0,234) | (x0,127) | (+0,062) | (+0,085) | (x0,064) | (£0,128) | (0,087) | (+0,025)
7,893 7,126 6,486 6,734 5,513 5917 4,106 3,422 4,015 3,842 4,382
2,0
(¥0,041) | (£0,055) | (£0,189) | (£0,038) | (£0,051) | (£¥0,100) | (£0,160) | (¥0,058) | (£0,113) | (£0,089) | (+0,194)
7,253 7,126 6,585 6,610 5,752 6,238 4,065 3,557 3,504 3,999 4,265
4,0
(#0,179) | (£0,162) | (¢0,087) | (x0,080) | (+0,128) | (+0,094) | (x0,014) | (0,050) | (0,015) | (0,062) | (+0,063)
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Figura 13 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na auséncia de F no
meio de reacdo (acido acético 10 mmol/L). Valores seguidos por letras distintas sdo
significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 14 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na presenca de 0,125
pg/mL de F no meio de reacdo (acido acético 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 15 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na presenca de 0,250
pg/mL de F no meio de reacdo (acido acético 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas sdo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3

0 20 40 60 80 100 120
T T T T T T T T T T T T
10 & 410
@ L b i
% g 09 - 0,9
% g CE 4
o © -
g g 08 408
© © d |
o G L
o © £
S 3 07 = 107
o 2
S £ |
“ﬁ [J]
L 806 | - 06
v @ h
S N = |
s
S E g
E o5} f —405
e s 2 f f =
= /= - i
O 4 1 1 1 1 1 1 1 0 4
0 20 40 60 80 100 120

[Fe] mmol.L™

Figura 16 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagcdo ao controle na presenca de 0,500
pg/mL de F no meio de reacdo (4cido acético 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3

Fldvia de Moraes Italiani



5 Resultados e Discussdo

77

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

Perda de fosforo do p6 de esmalte
(normalizado em relagdo ao controle)

0,4

[Fe] mmol.L™

0 20 40 60 80 100 120
T T T T T T T T
a
- )
-2y
CLLE
C
C =
- =
f
=
L d d d
s L} =
e
n
1 " 1 " 1 " 1 " 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120

1,0

0,9

0,8

0,7

0,6

0,5

0,4

Figura 17 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relacdo ao controle na presenca de 1,000
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Figura 18 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na presenca de 2,000
pg/mL de F no meio de reacdo (4cido acético 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 19 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na presenca de 4,000
pg/mL de F no meio de reacdo (acido acético 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3

Para o &cido acético, a ANOVA a 2 critérios revelou uma diferenca
significativa entre as concentracbes de Fe*? (F = 4334, p<0,0001) e entre as
concentracbes de F (F = 12,31, p<0,0001), havendo interacéo significativa entre
estes dois critérios (F = 9,274, p<0,0001). Em geral, foi observada uma relacao dose-
resposta na perda de P com o aumento da concentracdo de Fe™ no meio de reacao
até 30 mmol/L Fe. A partir de 30 mmol/L, 0 aumento na concentracédo de Fe*? n&o
provocou uma reducgdo adicional na perda de P. Com relagcdo a presenca de F no
meio de reacdo, foi observado que na presenca do mesmo houve um aumento na
perda de P quando comparado com a mesma concentracdo de Fe*? na auséncia de
F’. Em geral, quanto maior a concentracéo de F" adicionada ao meio de reacao, pior

foi o resultado, ou seja, maior a perda de P.

Na auséncia de F’, houve uma inibicdo da dissolucdo do p6 de esmalte
progressiva em funcdo do aumento de Fe*? adicionado ao meio de reacéo, sendo
observado um efeito dose-resposta. As menores concentracdes de Fe*? empregadas
(1,25 e 2,50 mmol/L) provocaram uma reduc¢do na dissolugéo da ordem de 18%. A
concentracdo de Fe™ de 5 mmol/L inibiu a dissolugcdo em aproximadamente 23%. As
concentracbes de 10 mmol/L e 15 mmol/L reduziram a dissolucdo em
aproximadamente 35%, ndo havendo diferenca significativa entre elas. A maior

inibicdo na perda mineral do p6 de esmalte (em torno de 55%) foi obtida para as
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concentracbes de 30, 45, 60 e 90 mmol/L, sem diferenga significativa entre elas.
Entretanto, para a concentracdo de 120 mmol/L, a inibicdo foi reduzida
significativamente em relacdo as concentracdes anteriores, tendo sido de 45%. Em
face dos resultados obtidos no presente experimento, optou-se por usar, no
experimento seguinte, Subprojeto 2, a concentracédo de Fe*? a 10 mmol/L, pois foi a
concentracdo mais baixa que apresentou reducdo expressiva na perda de fésforo em
relacdo ao controle e para as concentracdes maiores, apesar de ter havido um
incremento na inibicdo da dissolucdo, seu uso ndo é viavel clinicamente, uma vez que
o0 emprego de solu¢cdes muito concentradas pode levar ao manchamento extrinseco

do esmalte, além de possuir um sabor muito desagradavel.

O mesmo experimento do efeito do ferro associado ou ndo ao fldor contra a
dissolucéo do pé de esmalte bovino foi feito também utilizando o &cido latico, por ser
o &cido encontrado na cavidade oral em maior quantidade. Para o &cido latico, os
resultados da quantidade de P (x DP) liberado a partir do p6 de esmalte estdo
mostrados no quadro 3, e os resultados da perda de P a partir do p6é de esmalte

normalizada em relacdo ao controle (sem Fe*?) estdo mostrados nas figuras 20 a 26.
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Quadro 3 - Quantidade de P (ug) liberada a partir do p6 de esmalte em funcdo das concentracdes de
Fe*?e F adicionado ao meio de reaco (4cido latico 10 mmol/L)

Concentra-gao Concentragao de Fe** (mmol/L)
de F" (ug/mL)
0 125 25 5 10 15 30 45 60 90 120
6814 | 6255 |6189 |688 |5748 |6356 |6241 |6108 | 6750 | 6843 | 7912
0
(0,076) | (£0,052) | (20,161) | (20,074) | (20,186) | (20,264) | (0,049) | (£0,175) | (20,049) | (0,123) | (20,014)
7546 | 6371 | 6000 | 6428 | 6346 | 6414 | 6743 |6219 | 7067 | 7,088 | 8548
0,125
(#0,275) | (£0,043) | (20,087) | (20,086) | (£0,113) | (20,154) | (£0,233) | (£0,049) | (20,063) | (0,051) | (20,051)
7,147 | 6164 | 6206 | 6272 |5666 |6307 | 7237 |6354 |7233 |690 | 8442
0,25
(0,250) | (£0,038) | (20,074) | (20,074) | (£0,173) | (20,182) | (0,272) | (£0,312) | (20,024) | (0,037) | (x0,241)
6947 | 6304 | 6263 |6985 |6108 |5681 | 7007 |6393 |7178 | 7,814 | 8687
05
(0,125) | (£0,062) | (20,125) | (£0,320) | (£0,075) | (20,014) | (£0,266) | (£0,135) | (20,049) | (0,028) | (20,073)
7,330 | 6329 | 6222 |6043 |582 |690 |7361 |6544 |8271 | 7749 | 8475
10
(0,166) | (£0,004) | (20,138) | (£0,200) | (20,014) | (20,951) | (£0,189) | (£0,071) | (20,194) | (0,086) | (:0,014)
6,956 | 6362 | 6519 | 6043 | 6272 |6323 | 7007 |6639 |728 | 7920 |8760
2,0
(0,088) | (£0,159) | (20,025) | (£0,051) | (£0,074) | (20,087) | (£0,051) | (£0,190) | (20,060) | (0,014) | (:0,024)
7064 | 6503 | 6321 | 6133 |6346 |6941 | 7780 | 6465 | 7471 | 7,601 | 8205
4,0
(#0,298) | (£0,112) | (20,074) | (20,185) | (20,420) | (20,114) | (20,346) | (£0,122) | (20,071) | (0,037) | (20,014)
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Figura 20 - Perda de P do pé de esmalte normalizada em relacdo ao controle na auséncia de F no
meio de reacdo (acido latico 10 mmol/L). Valores seguidos por letras distintas séo
significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 21 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relacdo ao controle na presenca de 0,125
pg/mL de F no meio de reacdo (&cido latico 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 23 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na presenca de 0,500
pg/mL de F no meio de reacdo (acido latico 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas sé&o significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 24 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relacdo ao controle na presenca de 1,000
pg/mL de F no meio de reacdo (&cido latico 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3
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Figura 25 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagdo ao controle na presenca de 2,000
pg/mL de F no meio de reacdo (acido latico 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas séo significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3

Fldvia de Moraes Italiani



84 S Resultados e Discussdo

0 20 40 60 80 100 120
1,20 F T T T T T T T T T T T T T 3 1,20
c P
1,15 | L 41,15
0 ¢
‘S 5 1,10 T - 1,10
£ £ ¢ 1 -
o © T
o 9
2 ® 1,05 F 1 - 1,05
o ©
S
o & a a
© o 1,00 [ L —-|’ - 1,00
o 2
25 L
S o 095 b - 0,95
- b b
SN b .
§ 8000 r + + 0,9
85 L
~ 0,85 [ 0,85
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0 20 40 60 80 100 120
[Fe] mmol.L™

Figura 26 - Perda de P do p6 de esmalte normalizada em relagédo ao controle na presenca de 4,000
pg/mL de F no meio de reacd@o (&cido latico 10 mmol/L). Valores seguidos por letras
distintas s&o significativamente diferentes (ANOVA a 2 critérios e Bonferroni, p<0,05). n=3

A ANOVA a 2 critérios revelou diferenca significativa entre as

concentraces de Fe* (F = 308,7, p<0,0001) e entre as concentracdes de F™ (F =

24,75, p<0,0001), havendo uma interacdo significativa entre estes 2 critérios (F
8,693, p<0,0001). Neste caso, as maiores inibicdes (em torno de 20% apenas) da
perda de P a partir do p6 de esmalte ocorreram para as concentracdes de Fe* no
meio de 2,5 a 15 mmol/L, dependendo das concentracbes de F  presentes.
Entretanto, para concentracdes de P maiores, a inibicdo foi bem menor, chegando a
provocar uma maior perda de P quando comparado ao controle. Isto deve ter
ocorrido devido a alguma interacdo entre o acido latico e os ions adicionados ao
meio de reacdo. Um artigo recente relata um aumento da solubilidade do Fe?* na
presenca de acido latico, o que poderia aumentar a biodisponibilidade deste ion em
cereais (PROULX; REDDY, 2007). Desta maneira, € possivel que a presenca de
acido latico no meio de reacao tenha tornado o Fe?" mais solGvel a partir do FeSO,
guando em altas concentracfes, e que estas altas concentracfes do ion possam
exercer um efeito estimulatério da desmineralizacdo do pd de esmalte. Efeito
semelhante também foi observado num trabalho recente do nosso grupo de
pesquisa quando altas concentracdes de Fe*? (30 e 60 mmol/L) foram adicionadas a

um refrigerante & base de acido citrico (Sprite Zero®), o que ndo ocorreu para um
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refrigerante & base de &cido fosférico (Coca-Cola®) (KATO et al., 2007). Deste modo,
no presente trabalho, na presenca de acido acético é possivel que em altas
concentracdes de FeSO, boa parte do Fe*? tenha se mantido insolGvel, ndo vindo a
exercer efeito estimulatério da desmineralizacdo do esmalte. Em virtude destes
resultados, o subprojeto 2 foi realizado utilizando-se solucdo de acido acético a
10mmol/L.

5.2 SUBPROJETO 2: AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DE FE*? CONTRA A
DISSOLUCAO MINERAL DA SUPERFICIE DO ESMALTE BOVINO

A Figura 27 mostra os resultados do efeito da presenca de Fe™ a 10
mmol/L em inibir a desmineralizacdo de superficies higidas de esmalte dentario

bovino.
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Figura 27 - Efeito de 10 mmol/L Fe*? na habilidade do acido acético 10 mmol/L em desmineralizar
superficies higidas de esmalte dentério bovino. A perda mineral no frasco 4 contendo
Fe'?, e nos frascos experimentais subsequentes, é significantemente reduzida em
aproximadamente 30-40% em relacdo ao frasco 1. As barras indicam o erro-padréo. n=6

A ANOVA a 2 critérios revelou diferenca significativa entre frascos (F
6,252, p<0,0001), mas n&o entre a presenca ou ndo de Fe*? no meio (F = 3,061, p =

0,111), havendo interacdo significativa entre estes critérios (F = 3,963, p = 0,002).
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Para o grupo controle, a desmineralizagdo foi em geral semelhante em todos os
frascos. Ja para o grupo experimental, a partir do frasco 4, até o frasco 7, houve
uma inibicdo significativa da desmineralizacdo (em torno de 30-40%) quando
comparado ao frasco 1. A inibicdo da desmineralizacdo a partir do frasco 4 manteve-
se relativamente estavel até o frasco 7, indicando que o efeito conferido pelo Fe*? na
inibicdo da desmineralizacdo do esmalte é duradouro. O teste de Bonferroni para
comparacdes individuais ente os grupos mostrou que desde o frasco 4, onde foi
adicionado Fe™ no grupo experimental, houve uma reducdo significativa na
dissolugdo do mineral da superficie do esmalte quando comparado com 0s outros
frascos, e esta reducdo permaneceu até o frasco 7. Ja para o grupo controle, isto
nao ocorreu, conforme era esperado. Para os demais frascos, ndo houve diferencas
significativas. Resultados semelhantes foram obtidos num trabalho recente utilizando
o Fe™ a 15 mmol/L (BUZALAF et al., 2006). A intencdo quando o presente
experimento foi delineado era testar neste modelo a associacédo entre Fe* e F.
Entretanto, como no subprojeto 1 esta associacdo ndo revelou bons resultados, o

mesmo nao foi feito no presente estudo.

5.3 SUBPROJETO 3: DESENVOLVIMENTO E AVALIACAO, IN VITRO, DE
DENTIFRICIOS FLUORETADOS ENRIQUECIDOS COM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE FE*, VISANDO A PREVENCAO DA PERDA
MINERAL DO ESMALTE BOVINO

Os dados de microdureza inicial estdo apresentados no Anexo E. A
microdureza meédia obtida para os blocos de esmalte foi de 345,5 £34,2. Foram
selecionados para o estudo os blocos com dureza 10% acima e 10% abaixo da

média da microdureza dos blocos.

A Figura 28 mostra o resultado do desgaste médio (xEP) sofrido pelos
blocos submetidos ao desafio erosivo e abrasivo com o0s respectivos dentifricios

testados. Os dados individuais estéo apresentados no Anexo F.
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Figura 28 - Desgaste médio (+EP) sofrido pelos blocos de esmalte apés desafios erosivos ou
erosivos e abrasivos, utilizando dentifricios com diferentes concentracdes de Fe*,
associado ou ndo ao F. Tratamentos seguidos por letras diferentes diferiram
significativamente (ANOVA ap0s transformacgédo logaritmica, p<0,05)

A ANOVA revelou diferenca significativa entre os grupos (F=4,734,
p<0,0001). O menor desgaste (0,48+0,24 um) foi apresentado pelo grupo em que foi
utilizado o dentifricio contendo 1100 pug/mL F e 5 mglg Fe* que diferiu
significativamente dos grupos placebo, F~ (1100 pg/mL), Crest, Fe*? 2,5 mgl/g, F
(1100 pg/mL) + Fe*? 1,0 mg/g e F (1100 pg/mL) + Fe™ 2,5 mg/g, com reducdes no
desgaste variando entre 48 e 55%. Entre os demais tratamentos, ndo foram

observadas diferencas estatisticamente significativas.

Pelo nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho da literatura em que
foram utilizados dentifricios contendo Fe*? para a prevencdo da erosdo/abrasdo
dentaria. Em varios trabalhos prévios realizados pelo nosso grupo, o Fe* foi
utilizado para prevencao de erosdo e erosado/abrasdo, mas em diferentes veiculos.
No trabalho de Sales-Peres et al. (2007), a realizacdo de bochechos com solucéo de
FeSO, a 10 mmol/L apds desafios erosivos reduziu significativamente a erosao e
erosao/abrasao de blocos de esmalte e dentina bovina in situ. Entretanto, pensando-
se no ponto de vista clinico, a realizacdo de um bochecho ap6s desafio erosivo pode
ser inviavel, por adicionar um passo (bochecho). Desta maneira, pensou-se em
adicionar o Fe*? diretamente ao refrigerante, para reduzir seu potencial erosivo. Isto

foi testado inicialmente in vitro. No trabalho de Kato et al. (2007), a adi¢ao de Fea
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10 mmol/L & Coca-Cola® foi capaz de reduzir significativamente a erosdo dentaria
em blocos de esmalte bovino. Diante deste resultado positivo, delineou-se um
trabalho in situ onde foi observado que a adicdo de Fe*? a 10 mmol/L & Coca-Cola®
reduziu significativamente seu potencial erosivo tanto em esmalte quanto em dentina
bovinos (KATO, 2007). Entretanto, a adicdo de Fe*? & Coca-Cola® ndo é viavel,
devido a problemas toxicologicos, bem como a possibilidade de induzir
manchamento dentario, além do gosto metélico. Sendo o Fe*? comprovadamente
eficaz na reducdo da dissolucdo do esmalte e dentina, pensou-se entdo em
incorpora-lo a um dentifricio, que teria a vantagem de induzir um menor
manchamento, devido a possivel remoc¢éo dos pigmentos ja durante o0 momento da
escovacao dentéaria. Além disto, os dentifricios ja sdo amplamente utilizados na vida
cotidiana. Como hoje a grande maioria dos dentifricios comercializados no Brasil,
bem como em outros paises, sao fluoretados, e a adi¢do de flior ao dentifricio tem
contribuido significativamente para a reducdo da prevaléncia de caries em todo o
mundo (BRATTHAL; HANSEL-PETERSON; SUNDBERG,1996), pensou-se em
testar o Fe*? isoladamente, bem como o Fe*? associado ao F, a despeito de esta
associacdo nao ter dado bons resultados quando este ions foram adicionados em
solucdo. Como pode ser observado na Figura 28, esta estratégia foi bastante efetiva
in vitro, levando a uma reducé&o no desgaste dos blocos de esmalte da ordem de
50% quando comparada aos tratamentos com dentifricio placebo, contendo F
apenas e ao proprio controle positivo (Crest®). De fato, o uso de dentifricios
fluoretados (Crest®, 1100 pg/mL F) na prevencdo da erosdo/abrasdo tem efeito
limitado, com reducées da ordem de 20% apenas, tanto para esmalte (MAGALHAES
et al., 2007) quanto para dentina (MAGALHAES et al., 2008) in situ. Os presentes
dados in vitro ndo indicam efeito preventivo para o F~ acrescentado isoladamente ao
dentifricio, ja que ndo houve diferencgas significativas entre os grupos de dentifricios
placebo, contendo 1100 pg/mL F e Crest® (1100 pg/mL F, controle positivo).
Entretanto, um trabalho recente encontrou uma efeito preventivo significativo do
dentifricio contendo 1100 pg/mL F na reducédo da erosao do esmalte dentario bovino
(KATO et al., 2010), mas vale destacar que o protocolo utilizado foi erosivo apenas,
sem realizac&o de escovacéo. Ja no presente estudo, a adicdo de Fe*? isoladamente
aos dentifricios levou a um efeito protetor, mas ainda sem significancia estatistica
em relacdo aos dentifricios fluoretados apenas. Curiosamente, ndo foi observada

uma relacdo dose-resposta para o Fe*? isoladamente, j& que na concentracgéo de 2,5
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mg/g, o desgaste foi maior que nas concentracdes de 1 e 5 mg/g, embora né&o
tenham havido diferencas significativas entre estes grupos. Também para a
combinacdo de F" e Fe*?, na dose de 2,5 mg/g de Fe*? o desgaste foi maior que
para as demais doses. Aparentemente ndo ha uma explicacdo para os achados
observados na dose intermediaria de Fe*? (2,5 mg/g), que foram consistentes
independentemente da associacdo ao F ou ndo. Entretanto, quando da associagao
da dose de 5 mg/g Fe*?> com o F’, como ja mencionado acima, obteve-se um grande
efeito preventivo do desgaste erosivo-abrasivo. Em virtude destes achados, no
subprojeto 4 este foi o dentifricio testado.

5.4 SUBPROJETO 4: ANALISE DO EFEITO INIBIDOR DO DENTIFRICIO
ACRESCIDO DE FE” E F NA DESMINERALIZACAO DO ESMALTE E
DENTINA BOVINOS IN SITU

Os dados de microdureza inicial estdo apresentados no Anexo G. A
microdureza média obtida para os blocos de esmalte foi de 338,6 +36,9. Foram
selecionados para o estudo os blocos com dureza 10% acima e 10% abaixo da

média da microdureza dos blocos.

O presente subprojeto foi delineado de forma a simular, no mesmo
dispositivo in situ, 3 condi¢des diferentes: a presenca residual dos agentes ativos (F
ou Fe™ + F) na cavidade bucal (representada pela condicdo erosdo), o contato
direto dos mesmos agentes com as superficies dentarias (representado pela
condicdo erosdo + gota), e ainda o contato direto destes agentes com os dentes,
aliado a forca mecanica da escovacdo (representado pela condicdo erosdo +
abrasdo). Em adicdo, foram testados ainda dois diferentes substratos dentarios
(esmalte e dentina), higidos ou ja previamente erodidos. A fim de facilitar a andlise
dos dados, cada tipo de substrato (esmalte ou dentina, higido ou previamente
erodido) foi submetido a uma anélise de variancia a dois critérios (tipo de dentifricio
e tipo de condigdo). Os dados individuais de desgaste sofrido pelos blocos de

esmalte e dentina sadios ou previamente erodido estdo apresentados no Anexo H.
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A tabela 1 mostra os valores médios e o0s erros-padrdo observados para
os blocos de esmalte higidos, submetidos aos diferentes tipos de dentifricios e

condicoes.

Tabela 1 - Valores médios de desgaste (+EP, um) para os blocos de esmalte higidos,
submetidos a erosdo in situ/ex vivo e a tratamento com dentifricios em
diferentes condicbes

Dentifricios
Condicéao
Placebo Crest 1100 pug/mL de F Fe™+F
EROSAO 2,396 + 0,3752 2,246 + 0,286° 2,080 + 0,2442 1,063 + 0,088°

ER + GOTA 1,899 + 0,165 1,941 +0,243° 2,290 £ 0,147? 0,912 £ 0,177°
ER + ABRA 2,773 +£0,588* 2,705 + 0,457? 2,791 + 0,533 0,835 +0,183°

Letras distintas nas mesmas linhas indicam diferenca significativa entre os dentifricios (ANOVA a 2
critérios de medidas repetidas, p<0,05). Fe?+F:5 mgFe/g e 1100 pg/mL F° N&o houve diferenca
significativa entre as condi¢bes experimentais.

A ANOVA a 2 critérios de medidas repetidas revelou uma diferenca
significativa entre os dentifricios, (F=21,72, p<0,0001), mas ndo entre as condicdes
(F=1,20, p=0,32) e nem para a interagao entre ambos (F = 1,04, p=0,41). O teste de
Bonferroni revelou que os blocos que receberam o dentifricio contendo Fe* e F
apresentaram valores de desgaste significativamente menores quando comparados
aos blocos submetidos aos demais dentifricios, 0s quais nao diferiram
significativamente entre si (p<0,05). Vale ressaltar que trabalhos prévios relataram
que a escovacdo com dentifricio fluoretado é capaz de reduzir o desgaste do
esmalte submetido a desafios erosivos (MAGALHAES et al., 2007), o que nio foi
observado no presente trabalho. Esta diferenca poderia ser devida ao tipo de
substrato dentario utilizado, ja que no estudo de Magalhaes et al. (2007), foi utilizado
esmalte humano, enquanto que no presente estudo foi empregado esmalte bovino.
Entretanto, em concordancia com o presente trabalho, tem-se relatado que o fltor
residual (aquele gue fica diluido na saliva ap6s a escovacdo) ndo tem efeito na
reducéo do desgaste do esmalte submetido & erosdo (MAGALHAES et al., 2008).
Um importante ponto a ser destacado é que, diferentemente dos dentifricios
fluoretados, o dentifricio contendo Fe*? associado ao F teve um efeito residual na
reducdo do desgaste dos blocos de esmalte, diferentemente do efeito do flaor

presente isoladamente nos dentifricios.
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A tabela 2 mostra os mesmos dados para a dentina higida.

Tabela 2 - Valores médios de desgaste (xEP, um) para os blocos de dentina higidos,
submetidos a erosdo in situ/ex vivo e a tratamento com dentifricios em
diferentes condicbes

Dentifricios
Condicéao Placebo Crest 1100 pg/mL de Fe”+F
e
EROSAO 2,018 £0,255* 1,450 +0,143®  1,409+0,179° 1,613+0,161%

ER + GOTA 1,771 +0,225%  1,539+0,167® 1,613+0,177® 1,170+0,131°
ER + ABRA 1,718 +0,130® 1,795+0,189® 1,570+0,176° 1,045+ 0,150°

Letras distintas nas mesmas linhas indicam diferenca significativa entre os dentifricios (ANOVA a 2
critérios de medidas repetidas, p<0,05). Fe?+ F: 5 mgFe/g e 1100 pg/mL F. Ndo houve diferenca
significativa entre as condi¢Bes experimentais.

A ANOVA a 2 critérios de medidas repetidas revelou uma diferenca
significativa entre os dentifricios, (F=5,73, p=0,001), mas ndo entre as condi¢des
(F=0,29, p=0,754) e nem para a interacdo entre ambos (F = 1,79, p=0,118). Os
valores mais altos de desgaste foram observados para o grupo placebo, que ndo
diferiu significativamente dos grupos que receberam dentifricio Crest® e contendo
1100 pg/mL F (exceto para a condicdo erosao apenas). Os valores menores de
desgaste foram observados para o grupo que recebeu dentifricio contendo Fe*? e F,
gue diferiu significativamente do grupo que recebeu dentifricio placebo (exceto para
a condicdo ER) e do grupo que recebeu dentifricio Crest® na condicdo ER + ABR
(p<0,05). Nas demais situacdes, as diferencas nao foram significativas. Vale
ressaltar aqui que para este substrato dentario na condicdo erosdo apenas, o Unico
dentifricio capaz de reduzir significativamente o desgaste quando comparado ao
placebo foi aquele contendo 1100 ug/mL F', que, nesta condicdo, apresentou menor
desgaste quando comparado aos demais dentifricios, inclusive o dentifricio contendo
Fe*? e F. Isto sugere que para a dentina higida, o efeito residual do Fe*? presente na

cavidade bucal é pequeno, enquanto que o F pode ter um efeito residual melhor.

Os blocos previamente erodidos em geral apresentaram valores de
desgaste maiores que aqueles observados para os blocos higidos. Para o esmalte
(Tabela 3), a semelhanca do relatado para os substratos anteriormente descritos, a

ANOVA a 2 critérios de medidas repetidas revelou uma diferenca significativa entre
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os dentifricios, (F=24,62, p<0,0001), mas nao entre as condi¢cbes (F=3,08, p=0,062)
e nem para a interacdo entre ambos (F = 0,39, p=0,878). Nas comparacbes
individuais, o perfil foi 0 mesmo observado para o esmalte higido, ou seja, os blocos
que receberam o dentifricio contendo Fe*? e F~ apresentaram valores de desgaste
significativamente menores quando comparados aos blocos submetidos aos demais

dentifricios, os quais ndo diferiram significativamente entre si (p<0,05).

Tabela 3 - Valores médios de desgaste (+EP, gm) para os blocos de esmalte previamente
erodidos por imersdo em Coca-Cola™ durante 10 minutos e submetidos a erosao
in situ/ex vivo e a tratamento com dentifricios em diferentes condi¢cdes

Dentifricios
Condicéo Placebo Crest 1100 pg/mL de Fe™ + F
E
EROSAO 3,145+0,323* 2,580+0,283* 2,775+0,114*> 1,444 +0,251°

ER + GOTA 3,128 + 0,465% 2,412 + 0,409% 2,882 + 0,162 0,912 +0,168°
ER + ABRA 3,555 + 0,289 3,298 + 0,378 3,137 £ 0,416 1,479 = 0,224°

Letras distintas nas mesmas linhas indicam diferenc¢a significativa entre os dentifricios (ANOVA a 2
critérios de medidas repetidas, p<0,05). Fe** + F: 5 mgFe/g e 1100 pg/mL F~ N&o houve diferenca
significativa entre as condi¢cfes experimentais.

Também para os blocos de dentina previamente erodidos (Tabela 4), a
ANOVA a 2 critérios de medidas repetidas revelou uma diferenca significativa entre
os dentifricios, (F=7,00, p=0,0003), mas ndo entre as condi¢des (F=0,26, p=0,775) e
nem para a interagcao entre ambos (F=0,66, p=0,680). Os valores mais altos de
desgaste foram observados para o grupo placebo, que néo diferiu significativamente
dos grupos que receberam Crest® e dentifricio contendo 100 pg/mL F'. Os menores
desgastes foram observados para os blocos tratados com dentifricio contendo Fe*? e
F’, que diferiram significativamente dos blocos tratados com dentifricio placebo (nas
condicbes ER + GOTA e ER + AB) e daqueles tratados com Crest® e dentifricio
contendo F° (ambos na condicdo ER + GOTA apenas) (p<0,05). Nas demais
situacdes, as diferencas ndo foram significativas. Um aspecto relevante é que no
caso da dentina previamente erodida, o efeito residual do dentifricio contendo Fe*?,
diferentemente do observado para a dentina higida, levou a um menor desgaste
guando comparado com os dentifricios fluoretados apenas, embora nao tenha

havido diferenca significativa. Isto pode ser devido ao fato de que a
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desmineralizag&o prévia pode ter exposto fibras colagenas e facilitado a interagédo do
Fe*? com as mesmas. Tem sido relatado recentemente que o Fe*? é capaz de inibir
as metaloproteinases de matriz -2 e -9 presentes e isto pode ser responsavel por

seu efeito protetor contra a perda erosiva de estrutura neste substrato (KATO, 2010).

Tabela 4 - Valores médios de desgaste (+EP, um) para os blocos de dentina previamente
erodidos por imersdo em Coca-Cola® durante 10 minutos e submetidos a eroszo
in situ/ex vivo e a tratamento com dentifricios em diferentes condicdes

Dentifricios
Condicao Placebo Crest 1100 pg/mL de Fe™+F
E
EROSAO 1,794 +0,187° 1,765 + 0,200° 1,425 + 0,229° 1,261 + 0,187

ER + GOTA 1,837 + 00,2942 1,681 +0,167° 1,697 £0,235* 0,930 +0,116"
ER + ABRA 1,846 +0,275°  1,442+0,199® 1,365+ 0,112% 1,160 + 0,142°

Letras distintas nas mesmas linhas indicam diferenca significativa entre os dentifricios (ANOVA a 2
critérios de medidas repetidas, p<0,05). Fe”?+ F:5 mgFe/g e 1100 pg/mL F, Ndo houve diferenca
significativa entre as condi¢cdes experimentais.

As figuras 29 a 38 ilustram microscopias eletrdnicas de varredura das
superficies dentarias submetidas aos tratamentos. No caso do dentifricio contendo
Fe*?, as imagens sdo sugestivas de deposicdo de uma camada sobre as superficies
dentérias, tanto em esmalte quanto em dentina, inclusive com obliteracdo dos

tubulos dentinérios.
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Figura 29 - Esmalte Higido. Tratamento: Crest®. Figura 30 - Dentina Higida. Tratamento Crest®.
Condicéo: ER + GOTA. Lado direito Condicdo: ER + GOTA. Lado
controle esquerdo controle

Figura 31 - Esmalte Higido. Tratamento: Fe™+ F.  Figura 32 - Dentina Higida. Tratamento Fe**+ F
Condicéo: ER + Gota. Lado direito Condicdo: ER + Gota. Lado
controle esquerdo controle

Figura 33 - Esmalte Previamente Erodido. Tratamento: Figura 34 - Dentina Previamente Erodida. Tratamento:
Fe'’+ F. Condicdo: ER + Gota. Lado Fe'+ F. Condicdo: ER + Gota. Lado
direito controle direito controle
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Figura 35 - Esmalte Higido. Tratamento: Fe™“+ F.  Figura 36 - Dentina Higida. Tratamento: Fe*“+ F".
Condicéo: ER + ABRA. Lado direito Condicédo: ER + ABRA. Lado direito
controle controle

Figura 37 - Esmalte Previamente Erodido. Tratamento:  Figura 38 - Dentina Previamente Erodida. Tratamento:
Fe*+ F. Condicgo: ER + ABR. Lado direito Fe+ F. Condicdo: ER + ABR. Lado
controle direito controle

Quando os dados sao analisados em conjunto, observa-se que para todos
0s tipos de substratos ndo houve diferenca significativa entre as condi¢des testadas.
Seria esperado que houvesse um maior desgaste quando a erosao fosse associada
a abrasdo no caso do esmalte. De fato, foi observado um pequeno aumento no
desgaste dos blocos de esmalte quando a erosao foi associada a abrasdo para 0s
dentifricios placebo e fluoretados, embora ndo tenha havido diferenga significativa
entre as condicdes. Entretanto, quando o dentifricio contendo Fe*? foi utilizado, tal
aumento ndo foi visto. Isto sugere que o Fe*? possa ter um efeito mecanico,
depositando-se sobre o esmalte e protegendo-o tanto da desmineralizacdo quimica
guanto da perda mecéanica de substrato. Isto pode ser corroborado pela observagéo
das microscopias eletronicas de varredura das superficies dentarias expostas aos
tratamentos (Figuras 31 a 38). Os voluntarios foram instruidos a escovarem o0s
blocos por 30 segundos, com escova extramacia. E sabido que a dureza das cerdas

das escovas € de pouca importancia para a abrasdo de tecidos dentarios erodidos,
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mas a abrasividade do dentifricio tem uma grande influéncia (WIEGAND et al.,
2008). A abrasividade do dentifricio € determinada pelo tamanho e quantidade das
particulas abrasivas, pH, capacidade tampao e concentracdo de flior do dentifricio.
Geralmente, a perda de esmalte e dentina aumenta com o aumento da abrasividade
(determinada pelos valores de REA, abrasividade relativa em esmalte e RDA,
abrasividade relativa em dentina) (HOOPER et al.,, 2003). A abrasividade dos
dentifricios utilizados no presente estudo ndo foi medida, mas pelo fato de os
dentifricios experimentais terem a consisténcia de gel e em funcdo dos resultados
obtidos, é de se esperar que seja baixa. Quando se pensa na dentina, é sabido que
a escovacao nao é capaz de afetar a camada orgéanica desmineralizada e ndo ha
diferenca no desgaste entre superficies submetidas apenas a abraséo ou a eroséo e
abrasdo em conjunto (GANSS et al., 2007), de forma que a auséncia de diferenca
entre as condi¢cdes experimentais ja era esperada.

Em conclusdo, observa-se que o Fe*? tem um efeito protetor contra a
desmineralizacdo erosiva e erosiva/abrasiva tanto para o esmalte quanto para a
dentina, e que a utilizagdo de dentifricio como veiculo de aplicagdo pode ser viavel
como agente preventivo para pacientes de alto risco a eroséo dentéria. Entretanto, o
dentifricio contendo Fe* na concentragdo testada apresenta um gosto metalico, que
pode ndo ser bem tolerado por alguns pacientes. Em relacdo a possibilidade de
manchamento dentario, no periodo em que o estudo foi realizado apenas dois
voluntarios apresentaram um moderado escurecimento nas proximais dos dentes
(Figura 39), que foi removido ap6s uma profilaxia convencional (Figura 40) em um

dos casos, e noutro caso pelo uso continuado do dentifricio comum.

Figura 39 - Manchamento extrinseco do dente Figura 40 - Dentes livres de manchas apés
profilaxia convencional
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6 CONCLUSOES

ApGs a analise dos resultados obtidos nas condigdes experimentais deste

trabalho, pdde-se concluir que:

e As solucdes contendo Fe*? reduziram a dissolucédo do pé de esmalte
bovino de maneira dose-dependente. No entanto, a presenca de F™ nas
solucdes reduziu o efeito do Fe*? na inibicdo da dissolucdo do esmalte,

nao havendo efeito sinérgico entre estes ions nas condicdes testadas;

e A solucdo de Fe' a 10 mmol/L reduziu a desmineralizacdo da

superficie do esmalte bovino;

e Dentre os dentifricios contendo Fe*? e/ou F testados, aquele contendo
F (1100 pg/mL) e Fe*? (5,0 mg/g) foi o que levou ao menor desgaste
dos blocos de esmalte e dentina submetidos a desafios erosivo e

abrasivo, tanto in vitro quanto in situ.

Em sintese, os dados do presente trabalho sugerem que a adicao
simultanea de Fe*? e F" a dentifricios pode ser uma boa estratégia para se prevenir a

erosdo associada a abrasao em pacientes de risco a estas lesdes dentarias.
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ANEXO A

OFICIO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Unlversuiade de Sio Paulo
Faculdade de Odontologia de Bauru

Al Dr. Octévio Pinheiro Brisolla, 9-75 — Bauru-SP — Brasil — CEP 17012-901 - C.P. 73
PABX (0XX14)3235-8000 —FAX (0XXI4)322‘3-4679

(Zomcte de Etica em Pesguioa (14132355356
e-mail: mferrari@fob.usp.br

, Proc. CEP n® 138/2006

Bauru, 9 de abril de 2010.

Senhora Professora, .
‘

Informamb_s que apods ‘ana’fise por este Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, a alteraéﬁo do -
titulo do projeto de pesquisa "Utilizac;éé do ferio para prevencdo da perda mineral da eﬁtrutura

| dentéria: estudos invitro, in situ e clinico” de dutoria de Fiawa de Meoraes Italiani, sob sua nrlentagao
para “EFEITO DO [ON FERRO NA PREVENCAO DA ERDSAO DENTARIA ESTUDOS IN VITRO E IN SITU" foi

aprovado conmderando que ndo houve mod|f|ca;ao em sua metodologia.

Lembramos que apds o envio do trabalho conc!mdo este Comité enviard o parecer final, que sera

utilizado para a-publicacio do trabalho.

- Atenciosamente, -e

-

2 Maria Teresa Atta
Coordenadora

Prof?

Prof2 Dr2 Marilia Afonso RaBeIg Buzalaf
Docente do Departamento de Ciéncias Biologicas
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ANEXO B

CARTA DE INFORMACOES AO SUJEITO DA PESQUISA

Nome do sujeito da pesquisa:

1 - Titulo do trabalho

Utilizag&o do ferro para prevencao da perda mineral da estrutura dentéria: estudos in vitro, in
situ e clinico
2 — Objetivo

O ion ferro € muito importante para a prevencgao de anemia, e de acordo com alguns estudos,
ele também pode ter efeito protetor contra a carie e a erosdo dentaria. Logo, este projeto tem como
objetivo geral desenvolver um creme dental enriqguecido com ferro na tentativa de combater a erosdo
dentéria.
3 — Procedimentos da Fase Experimental

Para a realizacéo do estudo, vocé utilizara um aparelho de acrilico removivel no céu da boca,
contendo fragmentos de dentes bovinos previamente higienizados, durante 4 periodos de 5 dias
cada. Entre cada periodo haverd um intervalo de 10 dias. Durante esses 4 periodos, 4 diferentes
pastas de dente serdo testadas (2 delas contendo flaor, 1 contendo ferro e flior e uma sem ferro e
sem fldor). Nos periodos do experimento, o aparelho devera permanecer em sua boca 20 horas por
dia, podendo remové-lo apenas durante as refeicdes. Apds as refeicBes vocé devera realizar sua
higiene oral com escova, pasta e fio dental fornecidos pelos pesquisadores e recolocar o aparelho na
boca.

Quatro vezes por dia vocé devera mergulhar o aparelho dentro de um copo com Coca-Cola®
por 5 minutos, remové-lo do copo, lava-lo dgua corrente. Destas quatro vezes, apenas duas vezes,
além de mergulhar o aparelho na Coca-CoIa®, vocé devera gotejar uma solugdo (fornecida pelo
pesquisador) numa determinada area do aparelho e deixar agir por 30 segundos e em seguida lavar.
Em outra area, que sera determinada, vocé deverd gotejar essa mesma solucdo e escovar 0s
fragmentos por 30 segundos. Apos isso, o aparelho devera ser recolocado na boca.

4 - Beneficios
O desenvolvimento do projeto podera trazer a populacdo-alvo o beneficio de minimizar a
perda da estrutura dentaria causada pela eroséo.

5 - Riscos

Este estudo ndo contém riscos a salde dos sujeitos da pesquisa, uma vez que ion ferro sera
utilizado numa concentracdo bem abaixo da concentracdo toxica, porém existe a possibilidade de
alteracdo de cor dos seus dentes, pois uma das pastas contem ferro. No entanto, essa mancha que
esta apenas aderida ao esmalte dentario (extrinseca), podera ser removida com uma simples
profilaxia profissional.

Qualquer duvida ou problema acerca dos procedimentos, contactar a autora do trabalho
Flavia de Moraes ltaliani pelo telefone (14) 8801-9522 ou (11) 7614-5058.

Vocé tem total liberdade de desistir do experimento a qualquer hora, e podera ficar tranquilo
guanto ao sigilo da pesquisa.

Caso o sujeito da pesquisa queira apresentar reclamacdes em relacéo a sua participacéo na
pesquisa, podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, da
FOB-USP, pelo endereco da Al. Dr. Octavio Pinheiro Brisolla, 9-75 (sala no prédio da Biblioteca,
FOB/USP) ou pelo telefone (14)3235-8356."
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ANEXO C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o

senhor(a)

portador(a) da cédula de identidade nimero , apos leitura
minuciosa do TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO,

devidamente explicada pela profissional em seus minimos detalhes, ciente dos
servicos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando quaisquer
duvidas a respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em participar da pesquisa proposta.

Fica claro que o sujeito da pesquisa, pode a qualquer momento retirar seu
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de participar desta pesquisa
e ciente de que todas as informacOes prestadas tornaram-se confidenciais e

guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 9° do Codigo de Etica Odontoldgica).

Por estarem entendidos e conformados, assinam o presente termo.

Bauru, de de

Assinatura do Sujeito da Pesquisa Flavia Italiani
Autora
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1)

2)
3)
4)

5)

b)

ANEXO D

INSTRUCOES DE USO

Vocé devera utilizar apenas a pasta de dente e o fio dental fornecidos pelo
pesquisador. Nao utilizar nenhum tipo de enxaguatério bucal.

Durma com o aparelho na noite anterior do inicio da pesquisa;

Vocé devera permanecer com o aparelho na boca 20 h ao dia. O mesmo s6
deve ser removido para as refeigdes (1 hora para cada refeicdo — 4 refeicdes)
4 vezes ao dia vocé escovara seus dentes com a pasta fornecida e em
seguida devera imergir o aparelho por exatos 5 minutos na Coca-Cola®
(colocar o refrigerante até a marcacédo estabelecida no copo);

Destas 4 vezes, apenas em 2, vocé devera realizar o seguinte protocolo:

Gotejar 1 gota da solugao fornecida em cada um dos blocos do setor amarelo.
Aguardar 30 segundos e lavar em agua corrente. Tomar muito cuidado para
gue a solucédo ndo escoe para outros blocos;

Gotejar 1 gota da solucéo fornecida em cada um dos blocos do setor azul e
escova-los com movimentos de vai-e-vem por 30 segundos. Lavar em agua
corrente e voltar o aparelho a boca.

Qualquer davida ou problema entrar em contato imediatamente pelos telefones:
(11) 7614-5058 ou (14) 8801-9522
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ANEXO E

Resultados da microdureza inicial dos 290 blocos de esmalte do Subprojeto 3

Bloco SMH Bloco SMH Bloco SMH
Bloco 1 385 Bloco 101 324 Bloco 201 321
Bloco 2 362 Bloco 102 308 Bloco 202 385
Bloco 3 336 Bloco 103 367 Bloco 203 353
Bloco 4 418 Bloco 104 383 Bloco 204 320
Bloco 5 356 Bloco 105 368 Bloco 205 341
Bloco 6 311 Bloco 106 355 Bloco 206 332
Bloco 7 349 Bloco 107 315 Bloco 207 336
Bloco 8 388 Bloco 108 359 Bloco 208 324
Bloco 9 407 Bloco 109 354 Bloco 209 377
Bloco 10 354 Bloco 110 400 Bloco 210 343
Bloco 11 352 Bloco 111 376 Bloco 211 384
Bloco 12 361 Bloco 112 340 Bloco 212 288
Bloco 13 425 Bloco 113 300 Bloco 213 340
Bloco 14 393 Bloco 114 371 Bloco 214 292
Bloco 15 359 Bloco 115 334 Bloco 215 328
Bloco 16 371 Bloco 116 430 Bloco 216 352
Bloco 17 340 Bloco 117 355 Bloco 217 323
Bloco 18 403 Bloco 118 423 Bloco 218 320
Bloco 19 279 Bloco 119 346 Bloco 219 350
Bloco 20 273 Bloco 120 298 Bloco 220 281
Bloco 21 342 Bloco 121 372 Bloco 221 226
Bloco 22 428 Bloco 122 343 Bloco 222 352
Bloco 23 337 Bloco 123 348 Bloco 223 340
Bloco 24 327 Bloco 124 324 Bloco 224 377
Bloco 25 329 Bloco 125 354 Bloco 225 381
Bloco 26 341 Bloco 126 325 Bloco 226 335
Bloco 27 390 Bloco 127 350 Bloco 227 376
Bloco 28 350 Bloco 128 357 Bloco 228 358
Bloco 29 396 Bloco 129 286 Bloco 229 357
Bloco 30 359 Bloco 130 345 Bloco 230 372
Bloco 31 309 Bloco 131 309 Bloco 231 292
Bloco 32 357 Bloco 132 316 Bloco 232 345
Bloco 33 343 Bloco 133 311 Bloco 233 355
Bloco 34 343 Bloco 134 359 Bloco 234 291
Bloco 35 370 Bloco 135 348 Bloco 235 365
Bloco 36 353 Bloco 136 362 Bloco 236 336
Bloco 37 362 Bloco 137 353 Bloco 237 352
Bloco 38 373 Bloco 138 359 Bloco 238 375
Bloco 39 356 Bloco 139 341 Bloco 239 327
Bloco 40 338 Bloco 140 371 Bloco 240 310
Bloco 41 330 Bloco 141 298 Bloco 241 356
Bloco 42 316 Bloco 142 290 Bloco 242 327
Bloco 43 409 Bloco 143 339 Bloco 243 383
Bloco 44 365 Bloco 144 323 Bloco 244 306
Bloco 45 356 Bloco 145 358 Bloco 245 318
Bloco 46 433 Bloco 146 342 Bloco 246 334
Bloco 47 359 Bloco 147 348 Bloco 247 339
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Bloco 48 332 Bloco 148 339 Bloco 248 358
Bloco 49 404 Bloco 149 332 Bloco 249 383
Bloco 50 334 Bloco 150 390 Bloco 250 336
Bloco 51 390 Bloco 151 338 Bloco 251 327
Bloco 52 337 Bloco 152 338 Bloco 252 301
Bloco 53 362 Bloco 153 313 Bloco 253 301
Bloco 54 407 Bloco 154 302 Bloco 254 388
Bloco 55 349 Bloco 155 314 Bloco 255 319
Bloco 56 315 Bloco 156 306 Bloco 256 374
Bloco 57 370 Bloco 157 358 Bloco 257 393
Bloco 58 387 Bloco 158 327 Bloco 258 326
Bloco 59 383 Bloco 159 306 Bloco 259 411
Bloco 60 324 Bloco 160 346 Bloco 260 278
Bloco 61 379 Bloco 161 344 Bloco 261 351
Bloco 62 362 Bloco 162 319 Bloco 262 307
Bloco 63 333 Bloco 163 343 Bloco 263 311
Bloco 64 327 Bloco 164 365 Bloco 264 349
Bloco 65 332 Bloco 165 326 Bloco 265 288
Bloco 66 396 Bloco 166 311 Bloco 266 303
Bloco 67 383 Bloco 167 275 Bloco 267 271
Bloco 68 326 Bloco 168 374 Bloco 268 369
Bloco 69 342 Bloco 169 345 Bloco 269 414
Bloco 70 386 Bloco 170 367 Bloco 270 348
Bloco 71 322 Bloco 171 331 Bloco 271 383
Bloco 72 349 Bloco 172 384 Bloco 272 295
Bloco 73 300 Bloco 173 363 Bloco 273 358
Bloco 74 368 Bloco 174 388 Bloco 274 361
Bloco 75 403 Bloco 175 284 Bloco 275 378
Bloco 76 378 Bloco 176 326 Bloco 276 284
Bloco 77 382 Bloco 177 325 Bloco 277 325
Bloco 78 365 Bloco 178 289 Bloco 278 316
Bloco 79 342 Bloco 179 361 Bloco 279 304
Bloco 80 343 Bloco 180 234 Bloco 280 372
Bloco 81 403 Bloco 181 334 Bloco 281 386
Bloco 82 330 Bloco 182 324 Bloco 282 323
Bloco 83 360 Bloco 183 316 Bloco 283 334
Bloco 84 374 Bloco 184 363 Bloco 284 341
Bloco 85 358 Bloco 185 380 Bloco 285 336
Bloco 86 353 Bloco 186 328 Bloco 286 347
Bloco 87 342 Bloco 187 341 Bloco 287 321
Bloco 88 367 Bloco 188 355 Bloco 288 339
Bloco 89 368 Bloco 189 362 Bloco 289 337
Bloco 90 369 Bloco 190 396 Bloco 290 365
Bloco 91 373 Bloco 191 318

Bloco 92 355 Bloco 192 285 Média 345,5
Bloco 93 383 Bloco 193 398 DP +34,2
Bloco 94 297 Bloco 194 304

Bloco 95 321 Bloco 195 314

Bloco 96 315 Bloco 196 393

Bloco 97 340 Bloco 197 304

Bloco 98 400 Bloco 198 286

Bloco 99 367 Bloco 199 265

Bloco 100 341 Bloco 200 317
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ANEXO F

Média do desgaste (um) sofrido pelos blocos de esmalte submetidos ao desafio erosivo e
abrasivo com os dentifricios testados contendo ou ndo F (1100 pug/mL), Fe*? (1 a 5 mg/g) ou
associacdo de ambos

Blocos S6 Placebo 1100 Crest® Fe™ Fe™ Fe™ F+ F+ F+
erosao gg/m 1100 1,0 25 50 Fe” Fe” Fe"
(controle LF pg/mL mg/g mg/g mg/lg 1,0 2,5 5,0

1 1,15 1,16 080 071 026 097 030 133 0,74 0,49
2 1,17 1,96 050 061 125 055 1,77 091 062 043
3 0,67 1,10 055 1,47 0,38 064 053 092 039 031
4 0,78 0,43 058 120 041 146 038 061 1,00 0,59
5 1,00 1,02 058 124 085 066 1,16 050 049 0,58
6 0,63 0,59 196 091 080 074 026 046 127 061
7 0,34 0,79 097 078 069 127 044 051 075 045
8 0,77 1,91 041 070 092 1,00 046 050 097 0,25
9 1,00 1,59 242 074 0,76 053 072 049 087 027
10 1,70 1,06 085 133 079 152 045 080 091 047
11 0,16 0,38 1,22 084 101 193 1,30 1,07 097 045
12 0,62 1,00 165 150 031 0,70 0,28 034 1,39 0,20
13 0,36 0,83 093 066 0,76 1,06 1,10 0,78 160 0,74
14 0,78 1,11 093 043 1,07 077 191 145 091 054
15 1,04 0,54 077 127 045 191 078 125 033 0,13
16 0,78 0,57 068 091 056 1,09 022 089 089 021
17 0,32 1,91 1,31 113 084 109 1,07 082 153 0,38
18 1,74 1,32 057 062 071 151 041 067 091 098
19 0,40 0,31 053 096 164 048 143 121 106 1,00
20 0,23 1,67 0,36 1,04 * 1,93 060 1,08 0,63 058
Médiax  0,78% 1,06° 093 095 076 1,09° 0,78° 0,83 091° 0,48
DP +0,44 +0,53 +0,54 0,31 +0,34 0,48 0,52 0,32 0,34 +0,24

*Amostra perdida
Médias seguidas por letras diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05).
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ANEXO G

Resultados da microdureza inicial dos 342 blocos de esmalte do Subprojeto 4

Bloco SMH Bloco SMH Bloco SMH
Bloco 1 343 Bloco 116 349 Bloco 231 368
Bloco 2 292 Bloco 117 341 Bloco 232 345
Bloco 3 371 Bloco 118 350 Bloco 233 377
Bloco 4 296 Bloco 119 323 Bloco 234 424
Bloco 5 344 Bloco 120 374 Bloco 235 355
Bloco 6 346 Bloco 121 420 Bloco 236 337
Bloco 7 312 Bloco 122 295 Bloco 237 324
Bloco 8 394 Bloco 123 398 Bloco 238 364
Bloco 9 368 Bloco 124 368 Bloco 239 342
Bloco 10 401 Bloco 125 308 Bloco 240 345
Bloco 11 294 Bloco 126 377 Bloco 241 341
Bloco 12 355 Bloco 127 309 Bloco 242 339
Bloco 13 382 Bloco 128 336 Bloco 243 371
Bloco 14 323 Bloco 129 362 Bloco 244 356
Bloco 15 346 Bloco 130 337 Bloco 245 373
Bloco 16 292 Bloco 131 328 Bloco 246 415
Bloco 17 351 Bloco 132 414 Bloco 247 388
Bloco 18 289 Bloco 133 333 Bloco 248 248
Bloco 19 340 Bloco 134 354 Bloco 249 272
Bloco 20 405 Bloco 135 332 Bloco 250 254
Bloco 21 406 Bloco 136 356 Bloco 251 339
Bloco 22 330 Bloco 137 336 Bloco 252 229
Bloco 23 329 Bloco 138 352 Bloco 253 338
Bloco 24 332 Bloco 139 333 Bloco 254 306
Bloco 25 292 Bloco 140 338 Bloco 255 335
Bloco 26 275 Bloco 141 344 Bloco 256 325
Bloco 27 358 Bloco 142 416 Bloco 257 316
Bloco 28 323 Bloco 143 384 Bloco 258 332
Bloco 29 309 Bloco 144 287 Bloco 259 333
Bloco 30 314 Bloco 145 400 Bloco 260 299
Bloco 31 344 Bloco 146 306 Bloco 261 296
Bloco 32 366 Bloco 147 354 Bloco 262 339
Bloco 33 385 Bloco 148 366 Bloco 263 292
Bloco 34 294 Bloco 149 379 Bloco 264 348
Bloco 35 300 Bloco 150 396 Bloco 265 303
Bloco 36 346 Bloco 151 301 Bloco 266 357
Bloco 37 300 Bloco 152 388 Bloco 267 326
Bloco 38 288 Bloco 153 337 Bloco 268 286
Bloco 39 325 Bloco 154 392 Bloco 269 355
Bloco 40 396 Bloco 155 346 Bloco 270 277
Bloco 41 332 Bloco 156 352 Bloco 271 306
Bloco 42 342 Bloco 157 330 Bloco 272 280
Bloco 43 347 Bloco 158 356 Bloco 273 315
Bloco 44 350 Bloco 159 297 Bloco 274 254
Bloco 45 328 Bloco 160 354 Bloco 275 356
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Bloco 46 342 Bloco 161 283 Bloco 276 353
Bloco 47 302 Bloco 162 291 Bloco 277 367
Bloco 48 368 Bloco 163 306 Bloco 278 347
Bloco 49 364 Bloco 164 411 Bloco 279 317
Bloco 50 353 Bloco 165 329 Bloco 280 335
Bloco 51 354 Bloco 166 366 Bloco 281 302
Bloco 52 318 Bloco 167 413 Bloco 282 380
Bloco 53 274 Bloco 168 431 Bloco 283 312
Bloco 54 327 Bloco 169 324 Bloco 284 343
Bloco 55 437 Bloco 170 310 Bloco 285 395
Bloco 56 307 Bloco 171 359 Bloco 286 306
Bloco 57 361 Bloco 172 329 Bloco 287 392
Bloco 58 377 Bloco 173 342 Bloco 288 368
Bloco 59 270 Bloco 174 273 Bloco 289 308
Bloco 60 314 Bloco 175 343 Bloco 290 355
Bloco 61 268 Bloco 176 275 Bloco 291 283
Bloco 62 289 Bloco 177 377 Bloco 292 360
Bloco 63 359 Bloco 178 331 Bloco 293 308
Bloco 64 394 Bloco 179 405 Bloco 294 330
Bloco 65 345 Bloco 180 312 Bloco 295 331
Bloco 66 301 Bloco 181 383 Bloco 296 304
Bloco 67 362 Bloco 182 372 Bloco 297 346
Bloco 68 321 Bloco 183 300 Bloco 298 321
Bloco 69 274 Bloco 184 311 Bloco 299 352
Bloco 70 282 Bloco 185 299 Bloco 300 325
Bloco 71 394 Bloco 186 377 Bloco 301 306
Bloco 72 366 Bloco 187 388 Bloco 302 308
Bloco 73 270 Bloco 188 377 Bloco 303 304
Bloco 74 246 Bloco 189 343 Bloco 304 362
Bloco 75 397 Bloco 190 341 Bloco 305 319
Bloco 76 273 Bloco 191 419 Bloco 306 321
Bloco 77 355 Bloco 192 432 Bloco 307 319
Bloco 78 325 Bloco 193 304 Bloco 308 345
Bloco 79 352 Bloco 194 289 Bloco 309 320
Bloco 80 320 Bloco 195 402 Bloco 310 321
Bloco 81 383 Bloco 196 338 Bloco 311 290
Bloco 82 372 Bloco 197 358 Bloco 312 344
Bloco 83 389 Bloco 198 356 Bloco 313 353
Bloco 84 284 Bloco 199 386 Bloco 314 353
Bloco 85 342 Bloco 200 345 Bloco 315 352
Bloco 86 342 Bloco 201 360 Bloco 316 354
Bloco 87 304 Bloco 202 347 Bloco 317 352
Bloco 88 353 Bloco 203 328 Bloco 318 305
Bloco 89 297 Bloco 204 326 Bloco 319 318
Bloco 90 355 Bloco 205 330 Bloco 320 325
Bloco 91 313 Bloco 206 398 Bloco 321 319
Bloco 92 365 Bloco 207 376 Bloco 322 339
Bloco 93 313 Bloco 208 310 Bloco 323 319
Bloco 94 351 Bloco 209 387 Bloco 324 332
Bloco 95 351 Bloco 210 351 Bloco 325 378
Bloco 96 330 Bloco 211 341 Bloco 326 317
Bloco 97 355 Bloco 212 336 Bloco 327 305
Bloco 98 332 Bloco 213 339 Bloco 328 312
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Bloco 99 379 Bloco 214 359 Bloco 329 361
Bloco 100 382 Bloco 215 352 Bloco 330 332
Bloco 101 398 Bloco 216 354 Bloco 331 271
Bloco 102 319 Bloco 217 306 Bloco 332 312
Bloco 103 324 Bloco 218 374 Bloco 333 351
Bloco 104 338 Bloco 219 362 Bloco 334 304
Bloco 105 336 Bloco 220 359 Bloco 335 286
Bloco 106 324 Bloco 221 383 Bloco 336 283
Bloco 107 351 Bloco 222 350 Bloco 337 307
Bloco 108 275 Bloco 223 337 Bloco 338 285
Bloco 109 354 Bloco 224 319 Bloco 339 326
Bloco 110 321 Bloco 225 336 Bloco 340 319
Bloco 111 350 Bloco 226 419 Bloco 341 316
Bloco 112 340 Bloco 227 426 Bloco 342 304
Bloco 113 397 Bloco 228 371

Bloco 114 355 Bloco 229 360 Média 338,65
Bloco 115 330 Bloco 230 342 DP + 36,91
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ANEXOH
Dentifricio: Placebo formulado
S6 Eroséo
Voll Vol2 Vol3 Vol4 Vol 5 Vol 6 Vol 7 Vol 8 Vol 9 Vol 10  Média DP
EH 0,609 1,913 3,744 1660 1,800 2,217 4,665 1,492 0,723 3,347 2,217 1,313
DH 3,395 1,797 0921 2519 0916 2,01774 2,974 1923 1,491 2,225 2,018 0,807
EPE 2,142 2,217 3,303 1,577 3,049 3,14474 4,257 5,024 3,092 3,641 3,145 1,021
DPE 2,129 1,629 2,799 2,160 0,606 1,79389 1,492 1,331 1,829 2,170 1,794 0,591
Er + Gota
EH 2,067 2,337 0482 1594 0894 165689 1,585 1,33 3,126 1,492 1,657 0,737
DH 1,023 2,892 2594 0990 0,650 1,65937 2,450 0,876 1,425 2,033 1,659 0,796
EPE 2,170 1,951 3,145 3,568 4,374 3,1277 5,982 1,266 1,498 4,196 3,128 1,470
DPE 1,581 2,307 1,968 0,776 1,379 1,83722 3,166 0,934 0,934 3,491 1,837 0,929
Er + Abr
EH 1,307 2,461 1,444 2,892 0,678 2,77252 3,535 1,619 3,803 7,214 2,773 1,859
DH 1,567 2,135 1,370 1,677 1,176  1,64152 1,468 0,950 1,798 2,631 1,642 0,478
EPE 3,340 2,287 1,766 3,320 4,949  3,37596 3,518 3,376 2,585 5,243 3,376 1,074
DPE 1,680 1,899 1,237 1,132 1,701  1,84637 2,649 0,909 1,508 3,902 1,846 0,869
Dentifricio: Crest
S6 Eroséo
Voll Vol2 Vol3 Vol4 Vol 5 Vol 6 Vol 7 Vol 8 Vol 9 Vol 10  Média DP

EH 1920 1,362 3415 3,651 2,775 1,567 2,546 4,127 0,730 4,092 2,619 1,198
DH 1,903 1,462 2,114 0,721 0,765 1,554 1,845 1,418 1,324 1,391 1,450 0,451
EPE 2,758 4,175 2,895 2,409 1,253 1,715 2,991 3,188 2,971 1,442 2,580 0,895
DPE 1,810 0,765 1,598 2,615 2,272 0,862 1,540 2,147 1,547 2,491 1,765 0,632
Er + Gota
EH 3,374 1,226 4,054 1,998 1,424 0,801 3,217 1,729 3,196 3,278 2,430 1,118
DH 2,584 1,895 2,013 1,722 0,373 1,135 1,157 1,843 2,135 1,574 1,643 0,622
EPE 3,518 1,044 3,265 4,403 1,342 2,734 2,505 0,675 3,539 1,094 2,412 1,294
DPE 1,759 1,890 1,859 2,132 1,115 0,689 1,372 2,074 1,458 2,464 1,681 0,527
Er + Abr
EH 2,991 1,085 1,947 2,892 0,893 3,090 2,813 4,162 1,543 5638 2,706 1,447
DH 1,418 1,098 1,937 2,560 0,954 1,622 2,662 2,236 2,040 3,051 1,958 0,690
EPE 0,477 2,030 4,161 4,127 5,038 4,401 3,580 5438 3970 3,637 3,686 1,452
DPE 0,317 1,173 2,029 2,071 0,819 0,817 1,601 2,105 1,574 1,911 1,442 0,629
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Dentifricio: 1100 pg/mL formulado
S6 Eroséo

Voll Vol2 Vol3 Vol4 Vol 5 Vol 6 Vol 7 Vol 8 Vol 9 Vol 10  Média DP
EH 1,845 1,882 2,067 5,846 1,998 1,711 3,052 0,955 1,523 3,686 2,456 1,418
DH 1,311 1,557 1,362 3,737 1,030 2,053 2,464 0,353 1,143 4,500 1,951 1,288
EPE 3,073 2,567 2,878 6,147 3,135 3,354 2,779 2,471 2,101 2,616 3,112 1,126
DPE 2,382 0,752 0,738 4,264 1,605 1,865 2,608 1,153 0,346 1,377 1,709 1,153
Er + Gota
EH 3,016 2,170 1,503 4,155 1,957 2,751 3,135 2,790 1,841 4,196 2,751 0,921
DH 2,302 1,157 1,418 3,340 1,237 1,998 2,813 0,925 1,633 3,216 2,004 0,879
EPE 1,691 2,861 5,154 8,693 2,710 5,519 3,244 3,162 3,717 4,703 4,145 1,989
DPE 1,280 1,646 1,044 4,291 1,256 2,197 3,025 1,211 1,400 3,099 2,045 1,086
Er + Abr
EH 2,850 1,352 1,113 2,697 1,318 4,874 5,736 3,956 2,156 6,887 3,294 2,003
DH 1,995 1,679 1,725 3,518 1,152 0,735 2,724 1,783 1,153 1,180 1,764 0,831
EPE 1,995 2,440 2,926 3,683 2,139 4,322 1,239 4,812 3,675 5,811 3,304 1,418
DPE 1,377 0,796 1,537 3,956 1,217 0,974 3,710 1,235 2,016 1,770 1,859 1,101
Dentifricio: Ferro 5,0 mg/g + 1100 pg/mL formulado
S6 Eroséo

Voll Vol2 Vol3 Vol4 Vol 5 Vol 6 Vol 7 Vol 8 Vol 9 Vol 10 Média DP
EH 0,811 1,140 1,063 1,372 0,928 0,560 1,373 1,331 0,808 1,239 1,063 0,279
DH 1,691 1,383 1,613 2,669 1,489 2,235 1,656 0,973 1,108 1,312 1,613 0,509
EPE 1,743 0,759 1,444 2,132 3,135 1,879 0,620 0,828 1,099 0,798 1,444 0,794
DPE 1,224 1,814 1,474 1,078 0,869 3,388 2,616 0,652 0,818 0,803 1,474 0,896
Er + Gota
EH 1,177 0,151 0,912 1,540 1,784 0,977 0,031 0,760 1,225 0,561 0,912 0,560
DH 1,542 1,602 1,170 1,790 1,242 0,807 1,249 0,514 1,113 0,670 1,170 0,413
EPE 0,824 0,480 0,912 1,947 1,817 0,562 0,537 0,750 0,732 0,555 0,912 0,531
DPE 0,877 0,791 0,930 1,153 0,750 1,112 0,311 0,786 1,746 0,844 0,930 0,367
Er + Abr
EH 1,060 0,253 0,835 2,036 1,311 1,186 0,183 0,424 0,695 0,377 0,835 0,577
DH 1,273 1,876 1,045 1,602 1,109 0,342 0,559 1,191 0,768 0,683 1,045 0,473
EPE 2,554 0,986 1,698 3,675 2,847 0,640 0,982 1,184 1,332 1,087 1,698 0,993
DPE 0,763 1,889 1,160 1,776 1,391 0,391 0,934 0,992 1,274 1,033 1,160 0,450
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