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RESUMO

Dentifricio é utilizado como um veiculo para liberar fluoreto na cavidade bucal durante
a escovacao dental e exerce um importante papel para o controle de carie. No entanto,
os dentes sao escovados por um curto periodo de tempo, durante o qual a maior parte
do fluoreto (F) deve ser liberada da formulacdo para permitir sua maxima eficacia. A
liberacao de fluoreto da formulacdo depende de seu comportamento reoldgico e deve
ser avaliada como um pré-teste do seu potencial anticarie. Como ndo ha um teste in
vitro validado em termos de dados in vivo, desenvolveu-se um teste in vitro de
liberacdo de fluoreto de dentifricios e foi conduzido um estudo piloto in vivo para
valida-lo como indicador da biodisponibilidade de fluoreto durante a escovacéao dental.
Primeiro, um estudo piloto in vivo do tipo cruzado foi realizado em trés fases. Em cada
fase, os voluntarios (n=3) escovaram seus dentes por 1 min com 0,7 g de um dos
seguintes dentifricios: SDB: Sorriso Dentes Brancos (MFP/CaCOQs, 1.468,9 ppm FT e
1.324,5 ppm FST), T: Tandy (NaF/SiO2z, 1.164,6 ppm FT e 1.130,2 ppm FST) e CUF:
Close-up Fresh Action (NaF/SiO2,1.494,1 ppm FT e 1.497,1 ppm FT). Todo o slurry
dentifricio-saliva produzido durante a escovacao foi coletado para determinacédo de
fluoreto. O teste in vitro (n=6) avaliou quanto de fluoreto foi liberado quando 4 g de
cada dentifricio colocado no fundo de um frasco e imerso em 12 ml de agua foi
mecanicamente agitado por 1 min a 200 rpm. O frasco foi invertido para coletar o que
foi mecanicamente liberado na &gua. Fluoreto Total (FT) foi determinado nas aliquotas
das amostras coletadas in vivo e in vitro, e Fluoreto Soluvel Total (FST) foi
determinado no sobrenadante das amostras. Todas as amostras foram tratadas com
HCl por 1 h a 45 °C, neutralizadas e tamponadas com TISAB Il (contendo NaOH) para
determinacao de fluoreto com eletrodo ion-especifico. As concentracfes de FT e FST
foram determinadas nos dentifricios para calcular a porcentagem da quantidade de
fluoreto liberada em relacéo a submetida nos testes in vitro e in vivo. Os dados foram
expressos em porcentagem e analisados independentemente por Anova de um fator
seguido por Teste de Tukey (0=5%), e por Correlagdao de Pearson entre %F liberado
in vivo vs. in vitro. As formulacdes apresentaram o0s seguintes valores (média = dp;
letras diferentes representam diferencas estatisticamente significantes, p<0,05): %FT
liberado in vivo (n=3): SDB 80,1 + 2,4A; T 73,0 = 13,1AB; CUF 58,1 + 2,0B; e in vitro
(n=6): SDB 71,8 = 2,0A; T 66,5 + 1,5B; CUF 54,7 £ 3,1C; e %FST liberado in vivo



(n=3;): SDB 86,8 + 2,2A; T 74,9 + 13,1AB; CUF 51,3 + 2,0B; e in vitro (n=6): SDB 74,9
+2,0A;T66,8+2,7B; CUF 57,0 £ 8,9C. Correlacao alta e estatisticamente significativa
foi encontrada para %F liberado in vivo vs. in vitro para %FT (r=0,84; p=0,0044) e
%FST (r=0,91; p=0,0005). Os dados sugerem que o modelo in vitro desenvolvido pode
funcionar como um indicador da biodisponibilidade de fluoreto de dentifricios durante

a escovacao.

Palavras-chave: Fluoretos. Dentifricios. Biodisponibilidade.



ABSTRACT

Toothpaste is used as a vehicle to release fluoride into the oral cavity during tooth
brushing for caries control. However, the teeth are brushed during a short period of
time during which most fluoride (F) should be release from the formulation to allow
maximum efficacy. The release of fluoride from the formulation depends on its
rheological behavior and should be evaluated as a pre-test of its anti-caries potential.
As there is no in vitro test validated in terms of in vivo data, we developed an in vitro
fluoride release test from toothpaste and conducted an in vivo study to validate it as
an indicator of fluoride bioavailability during toothbrushing. First, an in vivo crossover
study was carried out in three phases. In each phase, the volunteers (n = 3) brushed
their teeth for 1 min with 0.7 g of one of the following toothpastes: SDB: Sorriso Dentes
Brancos (MFP/CaCOs, 1,468.98 ppm TF and 1,324.53 ppm TSF) , T: Tandy
(NaF/SiOz2, 1,164.68 ppm TF and 1,130.28 ppm TSF) and CUF: Close-up Fresh Action
(NaF/SiO2, 1,494,19 ppm TF and 1,497.05 ppm TSF). All toothpaste-saliva slurry
produced during brushing was collected for fluoride determination. The in vitro test
(n=6) evaluated how much fluoride was released when 4 g of each toothpaste placed
in the bottom of a flask and immersed in 12 ml of water was mechanically stirred for 1
min at 200 rpm. The flask was inverted to collect what was mechanically released into
water. Total Fluoride (TF) was determined in the aliquots of the samples collected in
vivo and in vitro, and Total Soluble Fluoride (TSF) was determined in the sample
supernatant. All samples were treated with HCI for 1 h at 45 °C, neutralized and
buffered with TISAB Il (containing NaOH) to determine fluoride with an ion-specific
electrode. The concentrations of TF and TSF were determined in the toothpaste to
calculate the percentage of the amount of fluoride released in relation to that submitted
in the in vitro and in vivo tests. Data were expressed as percentage and analyzed
independently by one-way Anova followed by Tukey's test (0=5%), and by Pearson's
correlation between %F released in vivo vs. in vitro. The formulations presented the
following values (mean + SD; different letters represent statistically significant
differences, p <0.05): %TF released in vivo (n=3): SDB 80.1 + 2.4A; T 73.0 £ 13.1AB;
CUF 58.1 £ 2.0B; and in vitro (n=6): SDB 71.8 + 2.0A; T 66.5 + 1.5B; CUF 54.7 + 3.1C;
and %TSF released in vivo (n=3;): SDB 86.8 £ 2.2A; T 74.9 + 13.1AB; CUF 51.3 +
2.0B; and in vitro (n=6): SDB 74.9 £ 2.0A; T 66.8 + 2.7B; CUF 57.0 + 8.9C. High and

significant correlation was found in vivo with the results in vitro for %TF (r=0.84;



p=0.0044) and %TSF (r=0.91; p=0.0005). The data suggest that the in vitro model
developed may work as an indicator of the bioavailability of toothpaste fluoride during

brushing.

Keywords: Fluorides. Dentifrices. Bioavailability.
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1. INTRODUCAO

Dentifricio fluoretado € considerado o meio mais racional de uso de fluoreto
porque, a0 mesmo tempo em que o biofilme é desorganizado, o fluoreto é liberado na
cavidade bucal para interferir no processo de desenvolvimento de lesdes de carie
(Tenuta e Cury, 2013). O fluoreto tem um efeito fisico-quimico no processo de
desenvolvimento de lesbes de cérie, diminuindo a desmineralizacdo e ativando a
remineralizacdo do mineral dental (Tenuta e Cury, 2013). Para ter esse efeito fisico-
quimico, o fluoreto deve estar na sua forma soluvel e ser biodisponibilizado na cavidade

bucal durante a escovacao (Martinez-Mier et al., 2019).

A biodisponibilidade do fluoreto de dentifricio durante a escovacgéo pode estar
relacionada com o comportamento reoldgico que suas formulacdes apresentam.
Reologia € o estudo de como os materiais se deformam e fluem sob forcas externas
(Naé, 1993; Pader, 1993). Os dentifricios séo fluidos que apresentam uma propriedade
reolégica chamada tixotropia, que além de terem a capacidade de fluir sob uma forca,
podem recuperar sua estrutura quando essa forca € reduzida ou removida (Pader, 1993).
Assim, as formulacdes de dentifricios apropriadamente formuladas apresentem-se
fluidas durante sua extrusao e escovacgao, assim como, estaveis sobre a escova dental
(Pader, 1993; Corréa et al., 2005). Especificamente em relacdo ao momento da
escovacao, a estrutura das formulacées de dentifricios deve ser quebrada durante a
escovacao para, assim, tornar-se fluida e biodisponibilizar seus agentes terapéuticos na
cavidade bucal. Entretanto, a liberagcdo dos agentes terapéuticos das formulacdées dos
dentifricios podem ser influenciadas pelo seu comportamento reoldgico quando se
apresentam mais viscosas, dificultando a quebra da sua estrutura (Pader, 1983; Chorilli
et al., 2007).

Especificamente em relacdo ao fluoreto como agente terapéutico anticarie, a
sua liberacéo da formulacdo de um dentifricio deveria ser a maxima possivel durante a
escovacao dental (Lippert, 2013; Duckworth, 2013). No entanto, os dentes séo
escovados por um curto periodo de tempo (Saxer et al., 1998; Albertsson e van Dijken,
2010; Nordstrom e Birkhed, 2017), o que poderia influenciar na completa
homogeneizacao do dentifricio para que todo o flior seja biodisponibilizado na cavidade

bucal. Assim, a capacidade de liberacdo de fluoreto como o agente terapéutico anticarie
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(Lippert, 2013) das formulacfes de dentifricios deve ser avaliada como um dos pré-teste

de seu potencial anticarie (Martinez-Mier et al., 2019).

A American Dental Association (ADA) sugere um teste in vitro (“teste de 1
min”) para avaliar o quanto de fluoreto um dentifricio libera em 1 minuto (ADA, 2005).
Para este teste, uma quantidade de dentifricio € homogeneizada parte em vortex e parte
manualmente na proporcdo 1:3 em &gua por 1 min (ADA, 2005; Carey et al., 2013).
Entretanto, este teste ndo foi validado em termos de correlagdo com dados in vivo da
biodisponibilidade bucal de fluoreto durante a escovacdo (Tenuta e Cury, 2013).
Adicionalmente, a falta de precisdo sobre a forca e a velocidade de agitacdo pode
comprometer a reprodutibilidade das analises, o que faz necessario uma metodologia
padronizada.

Assim, o objetivo deste estudo foi desenvolver um teste in vitro de liberacdo
de fluoreto de dentifricios e conduzir um estudo piloto in vivo para valida-lo como

indicador da biodisponibilidade de fluoreto durante a escovacao dental.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.2 Mecanismo de acéo do fluoreto de dentifricio no processo fisico-quimico de
desenvolvimento de lesdes da cérie

Dentifricio fluoretado é considerado o meio mais racional de fluoreto no
controle de cérie (Tenuta e Cury, 2013) poque combina duas de suas principais fungdes:
A constante desorganizacdo do biofilme dental, o qual & fator necesséario para o
desenvolvimento da doenca carie e a constante disponibilizacéo de fldor na sua forma
ibnica na cavidade bucal, sendo capaz de interferir nos fenbmenos de des-
remineralizacdo na interface dente biofilme (Tenuta e Cury, 2013). Sobretudo, a eficacia
do dentifricio fluoretado no controle de carie é fortemente evidenciada por revisées
sistematicas na literatura (Marinho et al., 2003; dos Santos et al., 2013; Walsh et al.,
2019).

Durante a escovacao dental com dentifricios fluoretados, o fluoreto se espalha
na saliva, dentes, mucosa bucal e no biofilme remanescente, que nao foi totalmente
removido apos a escovacgao (Tenuta e Cury, 2013). Embora o fluoreto disponibilizado
durante a escovacdo aumente a concentracdo de fluoreto na saliva 100 vezes mais alto
que os niveis basais, essa concentracado diminui rapidamente devido ao clearence salivar
(Duckworth e Morgan, 1991; Zamataro et al., 2008). No entanto, o fluoreto adsorvido na
mucosa é lentamente liberado, mantendo uma concentracéo ligeiramente elevada de
fluoreto na saliva por uma a duas horas apés a escovacdao com dentifricio fluoretado
(Zero et al., 1992). Zamataro et al. (2008) demonstraram essa cinética do fluoreto quando
os dentes eram escovados com dentifricios fluoretados seguido ou ndo de bochecho
com agua destilada, o que poderia diminuir a biodisponibilidade de fluoreto na saliva. Os
autores observaram um aumento inicial da concentracao de fluoreto na saliva 1 min apos
a escovacao que, no entanto, dentro de 30 min diminuiu devido ao clearence salivar. Por
outro lado, a concentracdo de fluoreto na saliva permaneceu mais alta que as
concentragcdes basais 60 min apds a escovagdo, mesmo ap0s um bochecho com agua
destilada. Nesse sentido, maior tempo é necessario para que a concentracao de fluoreto
na saliva ap0s a escovacao retorne aos valores basais (Zamataro et al., 2008). Durante

esse periodo, o fluoreto presente na saliva apés a escovagao com dentifricio fluoretado
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tem a capacidade de ativar a remineralizacdo de superficies dentais previamente

desmineralizadas e livres de biofilme (Cury e Tenuta, 2008).

O fluoreto, biodisponivel na cavidade bucal durante a escovagao, retido no
biofilme remanescente é um sitio de acéo considerado de grande importancia, pois é o
local onde o fluoreto pode interferir no processo de carie. Quando o biofilme dental é
exposto a carboidratos fermentaveis da dieta, as bactérias metabolizam esses
carboidratos, produzindo acidos. Os acidos provocam uma queda de pH no biofilme
dental que levara a dissolucéo do mineral dental. No entanto, mesmo quando um desafio
cariogénico acontece horas apés a escovacao com dentifricio fluoretado, o fluoreto
disponivel no biofilme dental pode diminuir essa desmineralizacdo (Paes Leme et al.,
2007). Em acréscimo, quando o pH no biofiime dental retorna ao normal pela acao
tamponante da saliva, se o fluoreto estiver presente no biofilme, ele pode ativar a
remineralizacdo dos minerais previamente perdidos (Cury et al., 2017). Nesse sentido,
Paes Leme et al. (2007) avaliaram in situ, sob condi¢bes cariogénicas, o efeito do
dentifricio fluoretado no biofilme dental formado sobre blocos de esmalte bovino. Durante
0 estudo, os voluntarios escovaram os dentes com dentifricio fluoretado ou ndo, bem
como os blocos dentais eram expostos a um slurry de dentifricio (1:3 p/v) 3x/dia. Apés
14 dias, a concentracdo de fluoreto encontrada no biofilme dental, 10 h apés a ultima
escovacao, para o grupo utilizando dentifricio fluoretado foi 30 vezes mais alta do que o
grupo utilizando dentifricio placebo. Além disso, a perda mineral dos blocos dentais foi
menor quando dentifricio fluoretado foi utilizado em comparacdo com o dentifricio

placebo.

Por outro lado, durante a escovacao, o fluoreto disponibilizado na cavidade
bucal pode reagir com a superficie dental limpa e formar fluoreto fracamente
ligado/“fluoreto de calcio” (“CaF2”). Este produto de reagdo poderia funcionar como
reservatorio de fluoreto, liberando-o em um novo biofilme formado na superficie dental
e, consequentemente, interferir no processo de carie (Rglla et al., 1991; ten Cate, 1997;
Cury e Tenuta, 2008). Assim, os reservatorios de “CaF2” poderiam ser considerados um
mecanismo de acdo do dentifricio fluoretado. Nesse sentido, o estudo de Tenuta et al.
(2009) utilizando um modelo in situ de curta duragéo, avaliou o0 mecanismo de acgéo do
dentifricio fluoretado na desmineralizacdo do esmalte. Dois experimentos foram

conduzidos: Um avaliou o efeito do “CaF2” pré-formado na superficie do esmalte e o
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outro avaliou o efeito da escovacdo com dentifricio fluoretado no biofilme dental e sua
associagcao com o “CaF2” pré-formado. Os resultados demonstraram uma pequena
qguantidade de “CaF2” formado no esmalte e, consequentemente, que uma pequena
concentracéo do fluoreto foi liberada para o fluido do biofilme dental durante um evento
cariogénico. Em contrapartida, quando dentifricios fluoretados foram utilizados pelos
voluntarios, a concentracdo de fluoreto encontrada no fluido do biofiime foi
significantemente maior. Em acréscimo, Tenuta et al. (2009) demonstraram que o efeito
do “CaF2” na diminuicAo da desmineralizacdo € significativamente menor em
comparacao ao fluoreto retido no biofilme apés a escovacéo. Dessa forma, sugere-se
gue o enriquecimento do biofilme, que ndo foi removido durante a escovacéo, € o
principal mecanismo do efeito anticarie do dentifricio fluoretado (Tenuta et al., 2009;
Tenuta e Cury, 2013).

2.3 Formulacdes dos dentifricios e sua influéncia na biodisponibilizacdo de

fluoreto

2.3.1 Ingredientes das formulacdes de dentifricios que podem influenciar na

biodisponibilizacdo de fluoreto

Dentifricios apresentam uma das mais complexas formulacées de produtos
de cuidados da saude (Lippert, 2013). Normalmente, diversos ingredientes sao
adicionados do ponto de vista farmacotécnico da formulagcédo para garantir os aspectos
fisicos e de conservacédo (Cury, 2002). Por outro lado, as formulacfes de dentifricios séo
essencialmente uma forma de biodisponibilizar agentes terapéuticos na cavidade bucal
(Cury, 2002; Lippert, 2013). No caso do fluoreto, ele € o Unico agente terapéutico
anticarie das formulacfes de dentifricios, o qual deve estar constantemente presente na
cavidade bucal na sua forma sollvel/ibnica para interferir no processo de céarie,
diminuindo a desmineralizagéo e ativando a remineralizagdo do mineral dental (Cury,

2002; Lippert, 2013; Tenuta e Cury, 2013).
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Atualmente no Brasil, grande parte dos dentifricios sdo formulados com
monofluorfosfato de sodio (Na2FPOs = MFP), fluoreto de sodio (NaF) ou fluoreto
estanhoso (SnF2) (Figura 1) (Tenuta e Cury, 2013; Cury et al., 2015). Enquanto, o NaF
e SnF2 sdo sais inorganicos soluveis em agua, liberando ion fltor (F-) que € ativo no
controle de carie (Figura l.a), o MFP ao ser solubilizado na agua libera o ion
monofluorfosfato (FPOs2), no qual o F esta ligado covalentemente ao radical fosfato
(Figura 1.b). Esta ligagdo precisa ser hidrolisada na cavidade oral por fosfatases,
presentes principalmente no biofilme dental, para liberar fluoreto na sua forma idnica
para interferir no processo de cérie (Figura 1.b). Todas as formas de fluoreto descritas
acima sao eficazes no controle de cérie, no entanto, as formulac6es contendo NaF ou
SnF2 apresentam restricbes em relagdo ao abrasivo (Tenuta e Cury, 2013; Cury et al.,
2015). As formulacdes a base de abrasivos de carbonato de calcio ou fosfato de calcio
di-hidratado podem apresentar ions Ca** livres, os quais reagem com o F formando sais
insollveis que ndo possuem atividade anticérie. Dessa forma, dentifricios com Ca** no
abrasivo nao podem ser formulados com compostos tipo NaF, SnF2 ou AmF, assim, sais
de silica (SiO2) sao utilizados como abrasivo em combinacdo com sais de fllor que
liberam F, permitindo que todo o flior presente na formulacdo esteja na sua forma
soltvel. Por outro lado, os dentifricios contendo MFP podem ser formulados com
qualquer agente abrasivo, uma vez que, ele ndo reage imediatamente com os cations do
abrasivo, como Ca** (Lippert, 2013). Entretanto, em formulacbes a base de
MFP/carbonato de calcio ou fosfato de calcio di-hidratado, o MFP pode ser hidrolisado
ainda no tubo de dentifricio em funcédo do tempo (Figura 2.1), liberando ion fltor que
interage com os ions calcio do abrasivo (Figura 2.2) (Tenuta e Cury, 2013; Cury et al.,
2015). Embora essa reacao seja lenta, ha uma reducédo gradativa da concentracéo de
fldor soluvel (Figura 2.3), o que diminui a quantidade de fluoreto potencialmente

biodisponivel no dentifricio (Figura 2.4).
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Figura 1. Dois tipos de formula¢cBes de dentifricio majoritariamente vendidas no Brasil que tem
o0 F como monofluorfosfato de sdédio (Na:FPOs; = MFP), fluoreto de sodio (NaF) ou fluoreto
estanhoso (SnF;). a. Reacdo de solubilizacdo do NaF ou SnF,: todo o fluoreto da formulacao
esta na forma de ion flaor (F) no dentifricio, o qual é ativo no controle de carie; b. Reacédo de
solubilizacdo do MFP: F permanece ligado covalentemente a molécula de MFP, sendo

necessario a hidrélise dessa ligacdo na cavidade oral por acdo de fosfatases para liberar o ion

fldor.
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Figura 2. Reducgdo de F soluvel no tubo de dentifricio em fungédo do tempo. 1. Reacéo de
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Além disso, o dentifricio precisa primeiramente ser homogeneizado na
cavidade bucal pelo ato da escovacédo para liberar o fluoreto (Lippert, 2013; Tenuta e
Cury, 2013). No entanto, essa liberacdo pode ser modulada por alguns ingredientes do
dentifricio, modificando o comportamento reolégico da formulacéo (Pader, 1983; Pagano
et al., 2019). As formulacdes dos dentifricios apresentam diversos componentes (Cury,
2002) que podem influenciar no seu comportamento reolégico ao modificarem sua
viscosidade de forma a garantir uma boa estabilidade estrutural (Pader, 1983), eles séo:
1. Agentes umectantes (glicerina, sorbitol aquoso e polietilenoglicol (PEG)), que podem
adicionar viscosidade ao dentifricio sem que seu comportamento reoldgico seja alterado,
exceto pelo PEG (Pader, 1983); 2. Agentes ligantes (carboximetilcelulose (CMC),
metilcelulose, alginato, goma arabica, carragena), que podem alterar viscosidade ao
formarem uma matriz polimérica, ou seja, um aglomerado de moléculas em que Varios
componentes da formulacdo podem ser atraidos e unidos (Pader, 1983). 3. Agentes
abrasivos como a silica hidratada (SiO2) que podem também formar matriz poliméricas
ao se associar aos agentes umectantes ou ainda a outros componentes (Pader, 1983),
e carbonato de célcio (CaCOs), que pode adicionar alguma viscosidade ao dentifricio

devido a sua grande quantidade na formulacédo (Pader, 1983; Pader, 2000).

2.3.2 Influéncia do comportamento reologico das formulacdes de dentifricio na
biodisponibilidade de fluoreto

O comportamento reoldgico € a capacidade de fluidez e deformacédo de um
fluido frente a uma forca externa (Pader, 1983). Dentifricios séo classificados como
fluidos ndo-newtonianos com propriedades tixotropicas (Pader, 1983), os quais tem sua
viscosidade diminuida gradualmente & medida que aumenta a tensdo de cisalhamento
(forca externa) e um aumento da viscosidade quando essa tenséo é removida (Barnes,
1997; Silva e Pereira, 2000). Dessa forma, os dentifricios apresentam-se resistentes
frente a certa quantidade de estresse aplicado até que perca sua identidade sdlida e
tornem-se fluidos durante sua extrusdo e a escovacado dental (Pader, 1983; Silva e
Pereira, 2001; Ahuja e Potanin, 2018). Por outro lado, os dentifricios também apresentam
estabilidade sobre a escova dental apds extrusdao do tubo, para que ndo escorra para
dentro das cerdas da escova (Pader, 1983; Silva e Pereira, 2000). Assim, a reologia de
um fluido esta intimamente ligada a sua viscosidade, uma vez que, ela confere

resisténcia a fluidez (Chorilli et al., 2007).
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Como discutido anteriormente, as formulacdes dos dentifricios apresentam
diversos ingredientes (Cury, 2002; Lippert 2013) que podem influenciar no seu
comportamento reoldgico ao modificarem sua viscosidade (Pader, 1983). Nesse sentido,
Ahuja e Potanin (2018) avaliaram as propriedades reolédgicas de diversas formulacdes
de dentifricio e observaram que formulac6es diferindo apenas nas concentracdes dos
ligantes (silica espessante, goma xantana e carboximetilcelulose) apresentaram
diferentes efeitos nas propriedades reologicas avaliadas. Em acréscimo, o estudo de
Corréa et al. (2005) avaliou a influéncia da concentragdo de ligantes polimeros para
acrescentar viscosidade no comportamento reolégico de formulacdes de géis. Os géis
continham 0,5 ou 1% da formulacdo de um dos seguintes ligantes: Carbopol 940,
Carbopol Ultrez e Pemulen. Apds realizacdo dos testes de avaliacdo das propriedades
reolégicas, observou-se que o tipo de ligante, assim como sua concentracao teve grande

influéncia na propriedade tixotropica do gel.

Embora a propriedade tixotropica seja desejada para a estabilidade e fluidez
do dentifricio, ela tem sido associada na literatura como um fator que pode influenciar
controlando a liberacdo de agentes terapéuticos (Pader, 1983; Silva e Pereira, 2000;
Bruschi et al., 2007; Chorilli et al., 2007). Ao avaliar-se a propriedade tixotrépica de um
material, obtém-se a area de histerese, a qual é proporcional a liberagdo do principio
ativo do fluido (Silva e Pereira, 2000). Nesse sentido, Silva e Pereira (2000) ao avaliarem
dois tipos de formulacéo de dentifricio, observaram diferentes propriedades tixotropicas
entre eles. A formulacdo que apresentou maior viscosidade teve uma recuperagao mais
rapida da sua estrutura, o que demonstra uma melhor consisténcia ao ser aplicado sobre
a escova dental, minimizando escoamento do dentifricio pelas cerdas. Além disso, a
mesma formulacdo também apresentou uma maior area de histerese, 0 que poderia
evidenciar uma maior liberacdo dos agentes terapéuticos. Por outro lado, Chorilli et al.
(2007) avaliaram in vitro a liberacao de cafeina a partir de formulacdes de géis contendo
o ligante carbopol a 1% ou 1,5%. Os autores concluiram que o gel contendo mais
carbopol apresentou maior viscosidade e que isso influenciou em uma menor liberacéo
de cafeina. Da mesma forma, um estudo in vitro (Isaac et al., 2015) avaliou o
comportamento reoldgico de emulsdes para predizer a liberacdo do agente terapéutico
acido alpha-lipéico. Os resultados mostraram que o tempo de recuperacao da estrutura
da formulacéo B foi mais lento em comparacéo a formulagcédo A. Assim, a formulacao B

apresentou maior area de histerese, o que repercutiu em maior liberagédo de &cido alpha-
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lipéico do que a formulagéo A. Diante disso, 0s autores destacam que devido ao sistema
mais lento de recuperacdo da estrutura de uma formulacéo, ela teria mais tempo para

liberar seus agentes terapéuticos.

Assim, os componentes das formula¢des dos dentifricios ao modificarem a
viscosidade e, consequentemente, as propriedades tixotropicas, poderiam também
influenciar na liberagdo dos agentes terapéuticos da formulacdo. Nesse sentido, um
estudo (Bruschi et al., 2007) avaliou o comportamento reologico de formulacdes
contendo diferentes concentracdes de carbopol como ligante e propolis como agente
terapéutico para tratamento de doenca periodontal. De acordo com os resultados,
observou-se que que conforme aumentou-se a concentragdo do ligante, maior foi a
viscosidade da formulacdo. Tal mudanca no comportamento reolégico dificultou a
liberacdo de propolis da formulagéo. Especificamente em relacéo a liberacao de fluoreto,
0 Unico agente anticarie das formulac¢des dos dentifricios, Pagano et al. (2019) avaliaram
0 comportamento reoldgico e liberacdo de Fin vitro de dentifricios contendo hidrotalcites
(HTIc), os quais podem funcionar como agentes ligantes. Os resultados demonstraram
que a formulacdo de um dos dentifricios avaliados contendo 4% de HTIc apresentou
maior viscosidade que outro dentifricio contendo 3% de HTlc. Além disso, a formulagéo
com 3% HTlc significantemente apresentou maior liberacdo de fluoreto do que a
formulagcédo com 4% HTIc nos dois métodos de avaliagcéo in vitro de liberacao de fluoreto.

Em suma, a eficacia de um dentifricio fluoretado pode ser comprometida
devido ao comportamento reolégico das formulacdes ao liberar menos fluoreto no caso
de formulagbes com maior viscosidade (Pader, 1983; Pagano et al., 2019). Assim, o
quanto de fluoreto um dentifricio libera durante a escovacao dental deveria ser avaliado
como um pré-teste do seu potencial anticarie. O préximo capitulo abordara os presentes
testes de avaliacdo da concentracdo de fluoreto ativo contra carie e sua potencial

biodisponibilidade durante a escovacgéo dental.
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2.4 Determinacao in vitro de fluoreto potencialmente biodisponivel durante a
escovacao dental

Em um dentifricio o fluoreto pode ser encontrado em diferentes formas: o
fluoreto idnico que esté todo disponivel em uma solugéo aquosa; fluoreto ionizavel, como
o MFP, que libera fluoreto apds acéo das fosfatases; fluoreto insoltvel, o qual € resultado
da interacdo do fluoreto ibnico com o célcio do agente abrasivo. Em acréscimo, 0s
fluoretos ibnico e ionizavel podem ser classificados como Fluoreto Solavel Total (FST)
presente na formulagéo (Tenuta e Cury, 2013). O FST dos dentifricios € aquele que pode
interferir nos fendbmenos de des e remineralizagdo do processo de desenvolvimento de
lesBes de céarie. Nesse sentido, a determinacéo do FST dos dentifricios deve ser avaliada
guer seja em relacdo ao FST presente nos dentifricios ou quer seja em relagdo ao FST

biodisponivel na cavidade bucal durante a escovacéo dental.

A determinacdo do FST pode ser realizada centrifugando a amostra para
separacao do FST do fluoreto insoltvel, o qual é precipitado junto com as particulas do
abrasivo. Em relacdo ao ion MFP, ele pode ser determinado diretamente por
cromatografia ibnica. No entanto, ao considerar o custo beneficio desse método, assim
como em outros métodos de determinacao de fluoreto (cromatografia gasosa, técnica de
microdifusdo), o protocolo padronizado para determinar todas as formas de fluoreto
usando um eletrodo ion-especifico parece ser a melhor opcao (Tenuta e Cury, 2013). Tal
método requer uma etapa de hidrélise quimica (adicionando 1M HCI a 45 °C por 1h) ou
enzimatica (por fosfatases &cidas) da molécula de MFP, liberando F para ser detectavel
pelo eletrodo. Da mesma forma, para a determinacdo do Fluoreto Total (insoluvel +
soltvel), as amostras podem incluir um tratamento acido para a dissolucdo do F ligado

ao abrasivo (fluoreto insoltvel) (Pearce, 1974; Cury et al., 2010).

Por outro lado, a analise para estimar o fluoreto potencialmente biodisponivel
durante a escovacgdo é descrita e exigida pela American Dental Association (ADA) no
“Guia para dentifricios contendo fluoreto” (ADA, 2005). Neste teste, € verificado o quanto
de fluoreto é liberado in vitro durante 1 min, o que simularia o tempo de escovagéo. Em
acréscimo, a ADA indica que devem ser liberados pelo menos 80% de F do conteddo
total declarado pelo fabricante, contudo, ndo especifica que os dentifricios devem

apresentar fluoreto soluvel. Para este teste, amostras de dentifricios sao
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homogeneizadas em proporcdo 1:3 em agua ou saliva e € feita uma combinacéo de
agitacao vigorosa em vortex e manualmente. Além da ADA, a International Organization
for Standadization (ISO) também tem sugerido o0 mesmo “teste de 1 min” para avaliagao
do fluoreto potencialmente biodisponivel durante a escovacédo dental (ISO, 2010). Ko et
al. (2015) baseando-se na metodologia proposta pela ISO, determinaram a concentracao
de fluoreto total e fluoreto biodisponivel de dentifricios vendidos em diferentes paises e
com diferentes formulagdes. Os resultados do “teste de 1 min” demonstraram distintas
liberacdes de fluoreto entre os 6 dentifricios avaliados. No entanto, foram inconsistentes
em relacdo a concentracéao de fluoreto total e potencialmente biodisponivel, ja que alguns
dentifricios apresentaram maior concentracao de fluoreto biodisponivel do que a de
fluoreto total. Os autores concluiram que este método € inadequado para avaliar o
fluoreto biodisponivel durante a escovacédo dental, sendo necessaria uma revisao para

garantir a padronizacdo da metodologia.

Visando aprimorar este teste, Carey et al. (2014) sugeriram uma modificacao:
apos a agitacao do dentifricio em agua ou saliva por 1 min, submergir um papel de filtro
por 15 s para coletar uma amostra do fluoreto liberado. Em seguida, o papel filtro é
centrifugado em um tubo de centrifuga e o filtrado € utilizado para anélise do fluoreto
potencialmente biodisponivel em 1 min. Os autores utilizaram essa metodologia para
avaliar dentifricios com diferentes formulacdes e diferentes formas de fluoreto
comprados no mercado de Gaithersburg (EUA) e compararam com o flior soltvel total
(FST) determinado quimicamente. Os resultados demonstraram uma diferenca
significativa entre a quantidade de FST presente e o fluoreto potencialmente
biodisponivel, indicando que o fluoreto néo foi totalmente liberado durante o “teste de 1
min”. Além disso, os dentifricios a base de MFP e NaF tiveram pelo menos 80% de
fluoreto liberado durante o teste, o que foi menor para a formulagédo a base de SnF2 com

apenas 50% do fluoreto liberado.

Em acréscimo, Pagano et al. (2019) recentemente propuseram dois diferentes
métodos in vitro para avaliar a liberagédo de fluoreto de dentifricios durante a escovacao
dental. O primeiro método consistia na utilizagdo de uma escova rotatoria conectada a
um agitador mecanico que realizava a escovacao de uma protese por 10 min a 60 rpm;
o0 segundo método consistia na utilizacdo de uma escova mecéanica para escovagao

manual de uma prétese dentaria fazendo 60 movimentos circulares/min. Em ambos os
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meétodos, a escovacao era realizada com o a escova contendo 1 g de dentifricio e a
prétese imersos em um béquer contendo 80 ml de um meio (NaHCO3 3,5 mM) em banho
maria a 37 °C. O meio era coletado em tempos diferentes para avaliar o fluoreto liberado.
Embora, entre as diferentes formulacdes testadas, o dentifricio fluoretado tenha
apresentado maior liberacdo em ambos os métodos, a taxa de liberacdo foi diferente
entre eles. Enquanto o método manual obteve uma liberacdo maxima de fluoreto de
92% aos 10 min, o método utilizando a escova rotatéria obteve aproximadamente 80%.
Além de tal diferenca demonstrar limitacdes da metodologia na acuracia dos dados
obtidos, também apresenta viés de reprodutibilidade em relacéo a escovacao manual, a

qual pode variar entre pessoas.

Da mesma forma, o “teste de 1 min” apresentado pela ADA (2005) e Carey et
al. (2014) apresenta limitacbes em relacdo a técnica necessaria para homogeneizacao
do dentifricio com agitacdo manual, a qual pode variar em relacao a forca e velocidade
aplicada. Além disso, a exigéncia da ADA para a liberacdo de 80% de fluor contido na
formulacéo néo é véalida; como discutido anteriormente, os dentifricios devem apresentar
fluoreto soluvel (Cury et al., 2010) e apresenta uma relacao dose-resposta de fluoreto no
controle de cérie (Walsh et al., 2019). Sobretudo, nenhum destes testes € validado com
dados in vivo de biodisponibilidade de fluoreto na cavidade bucal durante a escovacgéo

dos dentes.

Diante das limitacdes discutidas neste capitulo, € necessério a padronizacao
de uma metodologia para avaliar a quantidade de fluoreto que uma formulacéo de
dentifricio libera durante a escovacdo dental como um pré-teste de seu potencial

anticéarie.
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3. PROPOSICAO

A quantidade de fluoreto que uma formulacdo de dentifricio libera durante a
escovacdo dental deveria ser avaliada como um pré-teste de seu potencial anticéarie.
Assim, o objetivo desse estudo foi desenvolver um teste in vitro de liberacédo de fluoreto
de dentifricios e conduzir um estudo piloto in vivo para valida-lo como um indicador da

biodisponibilidade de fluoreto durante a escovacao dental.



27

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Consideracdes Eticas e selegio dos voluntarios

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-
UNICAMP, (CAAE: 19842819.0.0000.5418) (Anexo 1). Os voluntéarios foram informados
sobre os objetivos e a metodologia do estudo e assinaram um termo de consentimento

livre e esclarecido.

Na selecéo dos voluntarios os critérios de inclusdo foram: voluntarios maiores
de 18 anos; dos critérios de exclusdo foram: individuos com alteragédo no fluxo salivar,
uso de medicamentos que alterem o fluxo salivar, impossibilidade para comparecer nos
horéarios previamente agendados ao laboratério de bioquimica da FOP/UNICAMP para
realizacdo dos testes. Foram selecionados 3 voluntarios (2 mulheres e 1 homem) que
residiam em Piracicaba, cidade com agua fluoretada na concentracdo 6tima de 0,7 mg
F/L (na faixa de 0,6-0,8 mg F/L). Os voluntarios apresentaram fluxo salivar néo

estimulado normal, com fluxo salivar médio de 0,75 + 0,13 mL/min.

4.2 Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo piloto in vivo (n=3) do tipo cruzado e cego de 3 fases
e um estudo in vitro (n=6). Em ambos estudos foram utilizados os mesmos tubos de trés
dentifricios comerciais comprados em um mercado da cidade de Santa Barbara d’Oeste-
SP, sendo eles: SDB: Sorriso Dentes Brancos (MFP/CaCOs, 1.450 ppm F; Lote:
9154BR121J, Validade: junho/2021), T: Tandy (NaF/SiOz, 1.100 F; Lote: 9078BR122C,
Validade: mar¢o/2022) e CUF: Close-up Fresh Action (NaF/SiO2,1.450 F; Lote: T3C10,
Validade: abril/2022). Tais dentifricios foram escolhidos por apresentaram em um estudo
piloto in vitro diferentes capacidades de liberag&o de fluoreto (Ricomini-Filho et al., 2017).
Adicionalmente, dos dentifricios selecionados, dois apresentam em sua composicao (T
e CUF) NaF/SiOze um deles (SDB) MFP/CaCO:s.
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In vivo

Em cada fase, durante 3 fases, os voluntarios compareceram ao Laboratério
de Bioquimica Oral (FOP-UNICAMP) sem utilizar qualquer produto de higiene bucal e
qualquer tipo de alimento por pelo menos 2 h antes do experimento. Adicionalmente, em
um periodo de 2 dias, antes do inicio do experimento (periodo de lead-in) e entre as
fases (periodo de washout), os voluntarios utilizaram dentifricio ndo fluoretado
(Fernandez et al., 2014), assim como foram orientados a nao utilizar alimentos ricos em
fluoreto (por exemplo, cha de Camellia sinensis). No laboratério, eles escovaram seus
dentes por 1 min com 0,7 g de um dos dentifricios em estudo e todo o slurry dentifricio-
saliva produzido durante a escovacao foi coletado e o volume medido (Figura 3). Fluoreto
total (FT) foi determinado nas aliqguotas das amostras coletadas; as amostras
remanescentes foram centrifugadas (16.000 g, 10 min) para a determinacdo de flior
soluvel total (FST) em aliquotas do sobrenadante. Todas as amostras foram tratadas
com HCI 2 M por 1h a 45 °C, neutralizadas e tamponadas com TISAB Il (contendo NaOH
1 M) para determinacao de fluoreto com eletrodo ion-especifico. A quantidade de fluoreto
liberado foi calculada considerando o volume final do slurry saliva-dentifricio; baseado
na quantidade de FT e FST liberado durante a escovacédo e na quantidade de FT e FST
presente nos 0,7 g de dentifricio utilizado pelos voluntarios para escovar os dentes, a
porcentagem liberada foi calculada.

Figura 3. Fluxograma da analise in vivo para avaliar fluoreto biodisponivel na cavidade bucal

durante a escovacéao.

I Voluntarios ” Tratamentos ” Escovacao por 1 min ” Fases |

Wash-out 2 dias Wash-out 2 dias
Dentifricio placebo para F Dentifricio placebo para F

Voluntario 1

Voluntario 2 |

————

Voluntario 3 l

lead-in 2 dias 0,7 g de dentifricio em uma Coleta do slurry Coleta do slurry Coleta do slurry
Dentifricio placebo escova dental dentifricio-saliva dentifricio-saliva dentifricio-saliva

Coleta de uma aliquota,
diluigdo de 15x para analise de FT e FST
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In vitro

Foi conduzido um estudo utilizando os mesmos tubos dos trés diferentes
dentifricios comerciais (n=6). Amostra de 4 g dos dentifricios foi colocada no fundo de
um frasco coletor (Diametro externo inferior: 45,04 mm; Diametro externo superior: 50,93
mm; altura: 57,13; volume: 80 ml) e uma espatula metéalica para agitacdo do dentifricio
foi posicionada no meio do dentifricio, justaposta ao fundo do frasco coletor. Em seguida,
a amostra de dentifricio foi imersa em 12 ml de dgua e mecanicamente agitada pela
espatula por 1 min a 200 rpm. O frasco foi invertido para coletar o que foi mecanicamente
liberado na agua (Figura 4). Apds a agitacdo de uma amostra e antes da agitacdo da
proxima amostra, a espatula metélica era lavada com &agua purificada até remocéao
completa dos residuos que porventura ficaram aderidos a ela e, em seguida, secada com
papel toalha. A analise in vitro dos dentifricios foi repetida 6 vezes para cada dentifricio.
Fluoreto total (FT) foi determinado nas aliquotas das amostras coletadas; as amostras
remanescentes foram centrifugadas (16.000 g, 10 min) para a determinacédo de flaor
soluvel total (FST) em aliquotas do sobrenadante. Todas as amostras foram tratadas
com HCI 2 M por 1 h a 45 °C, neutralizadas e tamponadas com TISAB Il (contendo NaOH
1 M) para determinacao de fluoreto com eletrodo ion-especifico. As concentracfes de
FT e FST foram determinadas nos dentifricios para calcular a quantidade de fluoreto
submetida nos testes in vitro e in vivo. Baseado na quantidade de FT e FST liberado a e
na quantidade de FT e FST presente nos 4 g de dentifricio utilizados, a porcentagem

liberada foi calculada.



Figura 4. Fluxograma do modelo in vitro para avaliar fluoreto potencialmente biodisponivel

na cavidade bucal durante a escovacao.
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4.3 Determinacao da concentracédo de FT e FST no dentifricio

As concentracdes de FT e FST foram determinadas nos dentifricios para
calcular a quantidade de fluoreto presente nas amostras de dentifricio utilizados nos
testes in vitro e in vivo. Para os testes de FT e FST, 90-110 mg de cada dentifricio foram
suspendidos em 10 mL de agua, homogeneizados e duplicatas de 0,25 ml foram
destinadas a determinacéo de FT. O restante da suspenséo foi centrifugado (3000 g, 10
min) e duplicatas de 0,25 ml do sobrenadante foram destinadas & anélise de FST. Todas
as amostras foram tratadas com 0,25 ml de HCI 2 M durante 1h a 45°C para hidrélise do
MFP e dissolucéo do F ligado ao abrasivo. Apés neutralizagdo com 0,5 ml de NaOH 1 M
e tamponamento com 1,0 ml de TISAB Il, a concentracdo de fluoreto foi determinada
utilizando eletrodo ion especifico calibrado com padrées de F preparados nas mesmas

condi¢cBes das amostras (Cury et al., 2010).

4.4 Determinagéo da concentragéo FT e FST das amostras in vivo e in vitro

In vivo: As amostras de slurry dentifricio-saliva foram diluidas em 15 vezes em
agua purificada para que as concentracdes de fluoreto esperadas estivessem entre os
limites da curva de calibracdo estabelecida. Em seguida, duplicatas de 0,25 mL das
amostras foram destinadas a determinacao de FT. O restante foi centrifugado (16.000 g,

10 min) e duplicatas de 0,25 mL do sobrenadante foram destinadas a analise de FST.

In vitro: As amostras de slurry dentifricio-agua purificada foram diluidas 10
vezes em agua purificada. Em seguida, duplicatas de 0,25 mL das amostras foram
destinadas a determinacdo de FT. O restante foi centrifugado (3.000 g, 10 min) e

duplicatas de 0,25 mL do sobrenadante foram destinadas a analise de FST.

Todas as amostras foram tratadas com 0,25 ml de HCI 2M durante 1 h a 45
°C para hidrélise do MFP e dissolucdo do F ligado ao abrasivo. ApOs neutralizacdo e
tamponamento com 0,5 ml de TISAB Il (contendo NaOH 1M), a concentragao de fluoreto
foi determinada utilizando eletrodo ion especifico calibrado com padrdes de F

preparados nas mesmas condicfes das amostras.
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45 Analise do fluoreto dos testes in vitro e in vivo

A dosagem da concentracéo de fluoreto total e fluoreto soltvel total foi feita
utilizando eletrodo ion especifico modelo 96-09, Orion Research, Cambridge, MA, EUA
acoplado a um analisador de ions (Orion StarA214; Orion Research, Cambridge, MA,
EUA). A calibrac&o do aparelho foi realizada com solu¢cbes padrdes de fluoreto variando
de 0,0625 a 8,0 pg F/ml (preparados a partir de um padrédo Orion de 100 pg F/ml)
preparadas nas mesmas condi¢fes das amostras em HCI 0,25 M (utilizado para hidrélise
do MFP e dissolucéo do F ligado ao abrasivo); TISSAB Il a 50% (tampéo acetato 1 M,
pH 5,0, contendo NaCl 1,0 Me CDTA a 0,4%) para tamponamento, contendo NaOH 1 M
para neutralizacdo. A confiabilidade dos resultados foi confirmada pelo coeficiente de
correlacao linear (r?) de 0,999 para todas as curvas de calibragdo realizadas. A exatidao
dos resultados foi confirmada utilizando-se solucdes teste de fluoreto com concentracées
conhecidas, obtendo-se uma diferenca entre essas solucdes teste e a concentracao
esperada de 2,3%. O coeficiente de variagdo médio de 3,3% e 0,97% entre as duplicatas
das amostras in vitro e in vivo, respectivamente, demonstraram a precisdo dos

resultados.

4.6 Calculos da porcentagem de fluoreto liberado in vivo e in vitro

As concentracfes de FT e FST foram determinadas nos dentifricios para
calcular a quantidade de fluoreto submetida nos testes in vitro e in vivo. A concentragéo
de fluoreto nos dentifricios € dada por pg F/g, assim, em 1 g de dentifricio pode ser
encontrado “x” ug F. O estudo in vitro e in vivo utilizaram, respectivamente, 4 ge 0,7 g
de dentifricio, dessa forma, o seguinte célculo foi feito com base na concentracdo de

fluoreto encontrada nos dentifricios.

Quantidade de fluoreto 4gou0,7g Concentragao de fluor
na amostra de dentifricio = de dentif’ricio X determinada nos
in vivo ou in vitro (ug F) dentifricios (ug F/g)

Baseado na quantidade de FT e FST usados e a quantidade liberada, a
porcentagem liberada foi calculada.

% de fluoreto Quantidade de Quantidade de fluoreto
liberado in vivo = | fluoreto liberadoin |/ na amostra de dentifricio | x 100%
ou in vitro (ug F) VivOo Ou in vitro in vivo e in vitro (ug F)
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4.7 Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada para cada uma das variaveis respostas
usando teste de Kolmogorov-Smirnov; todos os dados apresentaram distribuicdo normal.
Os dados das %FST e %FT liberadas in vitro e in vivo foram comparadas entre os
dentifricios independentemente por ANOVA de um critério seguido por Teste de Tukey.
Os dados in vitro da %FST liberado (n=6) foram organizados em ordem decrescente para
cada dentifricio analisado; os dados in vitro da %FT liberado foram organizados de
acordo com a sequéncia dos dados in vitro da %FST liberado, mantendo-se a posicao
dos dados de %FT referente a mesma amostra em que foi avaliado a %FST. A média
aos pares dos dados in vitro da %FT e %FST liberados foi feita para obter-se um n=3 e
correlacionar com os dados de %FT e %FST liberados in vivo com n=3. A relacdo da %F
liberado in vivo vs. in vitro foram analisadas por correlacdo de Pearson. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e as analises foram feitas utilizando o software SPSS®
Statistic 21.0 (SPSS for Windows, version 21.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. RESULTADOS

Os dentifricios apresentaram as seguintes concentracbes de FT e FST,
respectivamente (médiat dp) (Figura 3): Sorriso Dentes Brancos: 1468,9 ppm FT e
1324,5 ppm FST; Tandy: 1164,6 ppm FT e 1130,2 ppm FST; e Close-up Fresh Action
14941 ppm FT e 1497,1 ppm FST.

Figura 3. Concentracdo (ug F/g) de FT e FST (média = dp; n=2) nos

dentifricios utilizados nos estudos in vivo e in vitro.
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Os dentifricios testados diferiram estatisticamente em relacdo a %FT e %FST
liberados in vitro (Figura 4); in vivo, o grupo utilizando Sorriso Dentes Brancos diferiu
estatisticamente do grupo utilizando Close Up Fresh Action, mas ambos nao foram

diferentes estatisticamente do grupo utilizando Tandy (Figura 5) (p<0,05).

Figura 4. Porcentagem (média + dp; n=6) de FT e FST liberados in vitro de acordo com os
dentifricios testados.
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*Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).
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Figura 5. Porcentagem (média + dp; n=3) de FT e FST liberados in vivo de acordo com os
dentifricios testados.
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*Letras diferentes representam diferencas estatisticamente significantes (p<0,05).

Correlacdo alta e estatisticamente significativa foi encontrada para %F

liberado in vivo vs. in vitro tanto para %FT (r=0,84; p=0,0044), como para %FST (r=0,91,
p=0,0005) (Figura 6).

Figura 6. Correlagcéo da porcentagem de FT e FST liberado in vivo em funcdo da porcentagem
de FT e FST, respectivamente, liberados in vitro pelos dentifricios testados (n=9).
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6. DISCUSSAO

O fluoreto de dentifricio deve ser biodisponibilizado na cavidade bucal durante
a escovacao dental para ter efeito anticarie (Cury e Tenuta, 2008). A American Dental
Association e ISO recomendam um “teste de 1 min” de liberagao de fluoreto in vitro para
avaliar a potencial biodisponibilidade de fluoreto dos dentifricios (ADA, 2005; 1ISO, 2010).
No entanto, este teste néo foi validado em termos de dados in vivo de biodisponibilidade
de fluoreto na cavidade bucal quando os dentes séo escovados, o que foi proposto neste

trabalho.

Quando os estudos in vivo e in vitro foram correlacionados em relagdo a %F
liberado, uma correlagéo alta e significativa foi encontrada para %FT (r=0,84; p=0,0044)
e %FST (r=0,91; p=0,0005). Assim, os dados demonstram que o modelo in vitro proposto
pode ser utilizado como indicador da potencial biodisponibilidade de fluoreto dos

dentifricios testados.

Ainda que tenha sido encontrada uma correlacao alta e significante para %FT
in vivo vs. in vitro, a correlacdo para %FST € de maior importancia, uma vez que, 0
fluoreto deve estar na sua forma solavel para ter efeito anticérie (Stookey, 1985; Cury e
Tenuta, 2008). Nesse sentido, dentifricios a base de MFP/CaCOs, como é o caso do
dentifricio Sorriso Dentes Brancos testado neste estudo, podem ter uma reducado
gradativa da concentracdo de flaor soltuvel devido a hidrélise do MFP ainda no tubo de
dentifricio em fungdo do tempo, liberando ion flGor que interage com os ions calcio do
abrasivo (Tenuta e Cury, 2013; Cury et al., 2015). Assim, um indicador da %FT liberada
durante a escovacédo ndo avaliaria o real potencial anticarie de uma formulacéo a base
de MFP/CaCOs; neste caso, um indicador da %FST liberada durante a escovacgéo € o

adequado.

Por outro lado, um indicador da %FT liberada durante a escovacao poderia
funcionar para as formula¢des a base de NaF/SiO2, como € o caso dos dentifricios Tandy
e Close-up Fresh Action testados neste estudo, pois apresentam todo o fluoreto na sua
forma solavel (Tenuta e Cury, 2013). No entanto, os agentes modificadores de reologia
(ligantes) das formulagGes dos dentifricios ao formar uma matriz polimérica para

adicionar viscosidade, poderia controlar a liberacdo do fluoreto de dentro dessa estrutura
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(Pader, 1983; Zanetti et al., 2002). Dessa forma, ainda que o fluoreto esteja na sua forma
soluvel, ele poderia ser precipitado juntamente com as particulas de dentifricio na etapa
de centrifugacdo das amostras para andlise de FST. Assim, o sobrenadante coletado
para analise de FST representaria o que de fato estava biodisponivel na cavidade bucal
durante a escovacao. De qualquer forma, o FST é o fluoreto que tem efeito anticarie
(Cury e Tenuta, 2008) e enquanto ndo ha uma maior elucidacéo a respeito da influéncia
do comportamento reoldgico na biodisponibilizacdo do fluoreto durante a escovacao, o
modelo in vitro desenvolvido deveria ser utilizado para indicar a %FST liberado como
potencial anticarie para ambos os tipos de dentifricio, a base de MFP/CaCOs ou
NaF/SiO2.

O modelo in vitro desenvolvido langou alguma luz em relagdo a andlise do
fluoreto potencialmente biodisponivel, mas outros dentifricios precisam ser avaliados
guanto a relacdo da biodisponibilidade in vivo vs. in vitro. Diante das limitacbes dos
dentifricios discutidas acima, um estudo avaliando in vivo a biodisponibilidade de
diferentes formulagdes a base de MFP/CaCO3s ou NaF/SiO2 poderia ajudar a esclarecer
as suas diferentes capacidades de liberacéo de fluoreto. Além disso, dentifricios a base
de MFP/CaCOs deveriam ser analisados em relacdo a diferentes prazos de validade, o

gue impactaria no FST presente na formulagao.

Em relacdo aos aspectos técnicos, o modelo in vitro desenvolvido neste
estudo foi padronizado em relacdo a quantidade de dentifricio, tempo e velocidade de
agitacdo utilizados, o que torna o teste reprodutivel. A reprodutibilidade do modelo in
vitro foi confirmada pelo coeficiente de variagdo médio de 3,3% entre as duplicatas das
amostras in vitro. Adicionalmente, é necesséario o uso de um frasco coletor com as
mesmas dimensdes (Diametro externo inferior: 45,04 mm; Diametro externo superior:
50,93 mm; altura: 57,13; volume: 80 ml) do utilizado neste estudo. Da mesma forma, o
posicionamento da espatula para agitar o dentifricio e a agua deve ser justaposta ao
frasco para permitir o contato dela com todo o dentifricio posicionado no frasco coletor.

Em acréscimo, a reprodutibilidade interpessoal do estudo precisa ser avaliada.
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Os dentifricios testados foram escolhidos devido a apresentarem diferentes
capacidades de liberacdo de fluoreto no estudo piloto de Ricomini-Filho et al. (2017).
Neste estudo a %FST e %FT liberados diferiu estatisticamente entre os trés dentifricios
para o estudo in vitro (p<0,05), observando-se a mesma tendéncia de liberacao
demonstrada no estudo Ricomini-Filho et al. (2017): Sorriso dentes Brancos > Tandy >
Close Up Fresh. Tal diferenca na liberacdo de fluoreto dos dentifricios pode ser
inversamente proporcional as suas viscosidades, as quais eram visivelmente diferentes:
Close Up Fresh > Tandy > Sorriso dentes Brancos. Outros estudos in vitro observaram
esse mesmo comportamento de formula¢cdes com maior viscosidade liberando uma
menor quantidade de agentes terapéuticos (Silva e Pereira, 2000; Bruschi et al., 2007,
Chorilli et al., 2007; Isaac et al, 2015; Pagano et al., 2019). No entanto, testes de
viscosidade dos dentifricios utilizados precisam ser realizados para verificar se ha uma
correlacdo entre a %F liberado e a viscosidade do dentifricio. Em acréscimo, a
viscosidade do dentifricio pode modificar as propriedades reoldgicas da formulacéo, as
quais podem estar relacionadas com a liberagéo dos agentes terapéuticos (Pader, 1983;
Silva e Pereira, 2000; Bruschi et al., 2007; Chorilli et al., 2007). Assim, estudos
investigando a relacéo da liberacao de fluoreto de formulacées diferindo apenas em suas
viscosidades, poderia ajudar na elaboracao de formulacfes mais efetivas em termos de

biodisponibilidade do fluoreto.

Quanto a diferenca na %FST e %FT liberados in vivo, ela foi significativa
apenas entre 0s grupos utilizando Sorriso Dentes Brancos e Close-up Fresh, mas ambos
nao foram estatisticamente diferentes do grupo utilizando Tandy. A falta de poder
amostral pode ter influenciado na falta de diferenciagcdo do grupo utilizando Tandy em
comparacao com os outros dois dentifricios. No entanto, nota-se a mesma tendéncia de
liberacdo observada no presente estudo piloto in vitro e no de Ricomini-Filho et al. (2017).
Neste caso, um dentifricio liberando menos fluoreto para estar biodisponivel durante a
escovacao dental, reduziria seu potencial de acdo anticarie (Zamataro et al. 2008).
Portanto, os dentifricios também deveriam ser analisados quanto sua potencial
biodisponibilidade durante a escovacdo dental para proteger o publico de dentifricios
com pouca ou nenhuma eficacia (Martinez-Mier et al., 2019). O presente estudo nao
somente demonstrou que dentifricios podem ter diferentes liberagbes de fluoreto, mas
também desenvolveu um modelo in vitro para indicar a quantidade de fluoreto

biodisponivel na cavidade bucal durante a escova¢cdo como um pré-teste do potencial
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anticarie do dentifricio. No entanto, ainda é necessario esclarecer o efeito das diferentes
liberacdes de fluoreto das formulacdes de dentifricios na dindmica do processo de carie.
Estudos in vitro ou in situ (Tenuta e Cury, 2013) poderiam ajudar a elucidar essa questao
ao investigar, por exemplo, a concentragao de fluoreto encontrado no biofilme, assim
como, a perda e ganho mineral de blocos de esmalte apds exposicdo de diferentes

dentifricios.

Em suma, este estudo piloto sugere que diferentes formulacdes de dentifricios
podem ter distintas liberacdes de fluoreto durante a escovacéo dental. O modelo in vitro
desenvolvido pode funcionar como um indicador do potencial anticarie em termos da
quantidade de fluoreto que a formulacdo de um dentifricio biodisponibiliza durante a
escovacao.
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7. CONCLUSAO

Os dados sugerem que o modelo in vitro desenvolvido pode funcionar como
um preditor da biodisponibilidade da quantidade de fluoreto que a formulacdo de um

dentifricio libera durante a escovacao.
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