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Efeito dose-resposta de uma formulacédo de dentifricio com
concentracéo reduzida de fluoreto — estudo in vitro

Dose-response effect of a dentifrice formulation with low
fluoride concentration — an in vitro study

Helena Maria Decico Negri*
Jaime Aparecido Cury**

RESUMO: O desenvolvimento de dentifricio com menor concentracao de flGor, visando criangas menores de 6 anos,
tem sido sugerido para diminuir o risco de fluorose dental. Para que um dentifricio tenha potencial anticarie é necessa-
rio que ele forme no esmalte dental flGor fracamente ligado tipo fluoreto de calcio (CaF2), o qual é considerado o res-
ponsavel pelo efeito do fltor tépico. Considerando que a formacao de CaF; é func¢éo inversa do pH, foram formulados
dentifricios com pH 5,5. Foram preparados dentifricios com 275, 550 e 1.100 ppm F~, contendo NaF/silica, para verifi-
car efeito dose-resposta os quais foram comparados com um placebo e o dentifricio Crest® (controle positivo — padréo).
A biodisponibilidade dos dentifricios, em termos de formagéao de flGor total (FT), CaF2 e fluorapatita (FA) no esmalte
dental humano foi avaliada. Para as dosagens de ion flGor foi utilizado eletrodo especifico. Os resultados mostraram
que a formulagdo com 550 ppm de F~ foi mais eficiente que o placebo e aguela com 275 ppm em termos de formagéo de
CaF2 (p < 0,05). Em acréscimo, ela nédo diferiu do dentifricio padrao (p > 0,05). Uma relag¢édo dose-efeito foi observada
em termos de CaF, formado. Os resultados sugerem que a formulagcdo modificada contendo 550 ppm de F~ pode ser
considerada equivalente ao dentifricio padrdo com 1.100 ppm, a qual seria mais segura em termos de fluorose dental.
DESCRITORES: Dentifricios; Fluor; Carie; Fluorose dentaria.

ABSTRACT: The utilization of dentifrices with low fluorine concentration, for children under 6 years of age, has been
suggested to reduce the risks of dental fluorosis. However, in order to have anticariogenic potential, the dentifrice
should form loosely-bound fluorine (CaF2) on dental enamel. Considering that the formation of CaF; is a function in-
versely related to pH, dentifrices with pH 5.5, with 275, 550 and 1,100 ppm F~ (NaF/silica) were developed in order to
assess dose-response effects. A comparison between those dentifrices, a placebo product and the Crest toothpaste
(positive control — standard) was carried out. Furthermore, the bioavailability of dentifrices, in terms of formation of to-
tal fluorine (TF), CaF2, and fluorapatite (FA) on human dental enamel, was evaluated. An ion-specific electrode was uti-
lized for the determination of the dosage of fluorine. The results revealed that the dentifrice with 550 ppm F~ was more
effective than both the placebo and the dentifrice with 275 ppm, presenting no difference in relation to the positive con-
trol (p > 0.05). A dose-effect correlation was observed as to the CaF2 formed. In conclusion, the modified formulation
with 550 ppm F~ can be considered as effective as the standard dentifrice with 1,100 ppm, and its utilization would be
safer with regard to dental fluorosis.

DESCRIPTORS: Dentifrices; Fluorine; Caries; Fluorosis, dental.

INTRODUCAO

A partir da década de 80, um declinio de céarie
comecgou a ser relatado em paises desenvolvidos
(Hargreaves et al.°, 1990; Newbrun®, 1992). Na
busca por razdes para tal fato, chegou-se ao con-
senso de que o Unico fator comum que poderia ex-
plicar essa constatacdo era uma coincidéncia en-
tre o aumento da oferta de dentifricios fluoretados
e a conseqlente reducao de carie (Rolla et al.?,
1991). Um declinio de cérie dental também passou
a ser notado em paises em desenvolvimento dez
anos apos, como o Brasil (Narvai et al.**, 1999) e

tem sido sugerido que dentifricios fluoretados tive-
ram papel relevante neste fendémeno (Cury?, 2001).

Por outro lado, notou-se um aumento na preva-
Iéncia de fluorose dental, em paises desenvolvidos
em regides contendo ou nao agua fluoretada, justi-
ficada pelo fato de que criancas em idade pré-esco-
lar ndo possuem total controle sobre os musculos
da degluticdo, ingerindo em media 50% do denti-
fricio durante a escovacdo (Lima, Cury*, 2001;
Paiva, Cury®, 2001). Considerando entéo os denti-
fricios fluoretados como um fator de risco de fluo-
rose dental (Hargreaves et al.®, 1970; Dowel®, 1981;
Mascarenhas®™ 2000) seria desejavel por parte dos
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fabricantes uma reducéo na concentracéo de fluo-
reto (F) nos dentifricios destinados a populacao
infantil.

Entretanto para que um dentifricio fluoretado
seja eficiente, alguns requisitos minimos séo ne-
cessarios como: presenca de fluoreto sollvel, esta-
bilidade, biodisponibilidade do fluoreto e a sua ca-
pacidade em inibir a desmineralizacdo e ativar a
remineralizacdo do esmalte (ADA!, 1985). Atual-
mente ha um consenso de que o fluoreto fraca-
mente ligado tipo fluoreto de calcio (CaF,) é o res-
ponsavel pelo efeito anticarie do flaor tépico
(Saxegaard, Rolla**, 1989; Larsen*, 2001). Sabe-se
também que a formacao deste produto no esmalte
é dependente do pH. Desta maneira, reduzindo-se
o pH do dentifricio pode-se aumentar a quantidade
de CaF, formada no esmalte, assim poder-se-ia ter
um dentifricio com menor concentracao de fluore-
to e o mesmo efeito anticarie que um dentifricio
convencional com 1.000-1.100 ppm F.

Assim, Petersson et al.”® (1989) demonstraram
in vitro que um dentifricio com pH 5,5 e com
250 ppm de F forma aproximadamente a mesma
quantidade de fluoreto na superficie do esmalte
gue um dentifricio com pH 7,0 e 1.100 ppm F.
Entretanto este estudo néo foi realizado em com-
paracdo com o dentifricio padrédo (“Gold Stan-
dard”), ndo sendo também avaliada a relacdo
dose-efeito que tem sido uma recomendacé&o atual
(Proskin®, 1995). Em acréscimo, a metodologia de
analise utilizada foi qualitativa e néo era capaz de
diferenciar a formacéo de CaF,.

Portanto este trabalho tem como objetivo ava-
liar in vitro uma formulacao modificada de dentifri-
cio em termos de relacdo dose-efeito e em relacdo
ao dentifricio padrdo, avaliando sua reatividade
com o esmalte dental em condi¢8es que simulam o
ato de escovacéo.

MATERIAL E METODO
Dentifricios utilizados

As formulac¢des avaliadas nesta pesquisa foram
preparadas pela Kolynos do Brasil - S&o Bernardo
do Campo, seguindo orientacfes do Laboratorio de
Bioguimica Oral da FOP-UNICAMP. Assim foram
formulados cinco dentifricios a base de silica e com
pH 5,5. Assim, foram constituidos os seguintes
grupos experimentais:

e formulacdo sem agregacao de sais de fldor —
controle negativo;
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e formulagBes experimentais contendo fluoreto
de sddio a 275 ppm, 550 ppm e 1.100 ppm de
F;

« dentifricio Crest® contendo 1.100 ppm F~ - con-
trole positivo.

Todos os dentifricios foram codificados para
que o estudo fosse do tipo cego.

Reatividade com o esmalte dental
Preparo de particulas de esmalte

Para determinacado da reatividade dos dentifri-
cios com o esmalte dental, foram utilizados coroas
de terceiros molares inclusos armazenados em for-
mol 2% e pH 7,0. As coroas foram imersas em clo-
roférmio para retirada de gordura e passaram por
lavagem com metanol e levadas a estufa para seca-
gem. Para pulverizacdo do esmalte foi utilizado
moinho de bolas (Microyeur Quantitafif Dangou-
mau, Prolabo, Paris) e em seguida com auxilio de
tamis (Telatest) as particulas de didametro de 0,075
a 0,149 mm foram selecionadas. A dentina foi se-
parada do esmalte utilizando solucéo bromoférmio
e acetona (92:8), apos o que, 0 po de esmalte foi la-
vado em agua deionizada e levado a estufa para se-
cagem. O uso de particulas de esmalte permite au-
mentar a area de reacdo e seu uso é aceito na
literatura mundial para avaliar a reatividade do
fluoreto (Melo Franco, Cury*, 1994).

Preparo da solucao de dentifricio e teste de
reatividade

A capacidade dos dentifricios reagirem com o
esmalte dental foi determinada através das con-
centracdes de fluoreto total, fluorapatita e fluoreto
de calcio formados no esmalte. Inicialmente di-
lui-se o dentifricio em dgua destilada e desminera-
lizada na proporcédo de 1:3, que é a diluicdo que o
dentifricio sofre no meio bucal (Duke, Forward®,
1982). A seguir as particulas de esmalte, 20,0 mg,
foram pré-tratadas com saliva humana estimulada
(Tabchoury, Cury®, 1994), apos o que, a saliva foi
desprezada e as particulas de esmalte foram trata-
das durante 1 minuto com 20,0 ml de sobrenadan-
te da suspenséo de dentifricio. A seguir esperou-se
1 minuto para que ocorresse a decantacdo quando
finalmente as particulas de esmalte foram filtradas
a vacuo, lavadas com agua, metanol e secas por 1
hora a 90°C, sendo neste esmalte determinadas as
concentracodes de fluoreto total, fluoreto de calcio e
fluorapatita, de acordo com procedimentos descri-
to por Cury® (1987). Foram realizadas seis repeti-
¢cOes para cada andlise.
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Determinacgao de fluoreto total (FT)

Inicialmente 5,0 mg de esmalte foram pesados
em balanca analitica (Ohaus, £ 0,0001). Ap0s a des-
mineralizagcdo do esmalte por 1 hora com 0,5 ml de
HCI 1,0 M sob agitacéo foi acrescentado ao acido
2,0 ml de citrato trissodico a 0,5 M. As concentra-
¢bes em ppm F foram calculadas de acordo com a
quantidade de p6 de esmalte presente na amostra,
apos a leitura com eletrodo especifico.

Determinacao de fluoreto de calcio (CaF2)

Foi pesado em balanca analitica 10,0 mg de po
de esmalte os quais foram transferidos para tubo
de centrifuga plastico. Ao tubo foi adicionado
1,0 ml de KOH 1,0 M, ap6s 24 horas sob agitacao
extraiu-se o fluoreto alcali soltvel (Caslavska et
al.?, 1975). Ap6s centrifugacdo por 5 minutos a
3.500 rpm (centrifuga Excelsa Baby Il), 0,5 ml do
sobrenadante foi transferido para tubo plastico. Ao
tubo foi adicionado 1,0 ml de citrato trissédico
1,0 M e 1,0 ml de HCI 1,0 M. As concentracdes de
ion flGor foram obtidas a semelhanca com flGor to-
tal (FT).

Determinacado da fluorapatita (FA)

ApOs a extracao por 24 horas do fluoreto alcali
soltvel (CaF.), o precipitado foi lavado com agua
deionizada por 3 vezes e 1 vez com metanol. Uma
guantidade de 5,0 mg do p6 de esmalte seco foi pe-
sada e desmineralizada com 0,5 ml de HCI 1,0 M
por 1 hora sob agitacdo, apos o que foi adicionado
2,0 ml de citrato trissédico 0,5 M. As concentra-
¢Oes de flaor foram determinadas de modo seme-
Ihante ao FT.

Andalise de fluoreto

Para determinacdo de fluoreto nas formas de
FT, CaF, e FA utilizou-se eletrodo especifico para
fons fldor Orion 96-09 e analisador de ions Orion
EA 940, previamente as leituras uma curva de ca-
libracédo foi testada com solucfes padrées de ions
flGor preparadas com citrato trissédico 0,4 M e HCI
0,2 M contendo de 0,08 a 0,8 ug F/ml. As leituras
de todas as amostras e padrdes foram realizadas
sob agitacao (agitador Marte e barras magnéticas).
Tanto as calibracdes como os calculos foram feitos
com o auxilio do software Quattro-Pro.

Anélise estatistica

As variaveis concentracdes de fluoreto total
(FT), fluorapatita (FA) e fluoreto de calcio (CaF,) fo-
ram analisadas com seis repeti¢des. O Unico fator

avaliado foi o dentifricio. A analise mais apropria-
da foi a analise de variancia ndo-paramétrica para
o delineamento inteiramente ao acaso. O teste
nao-paramétrico utilizado foi o de Kruskal-Wallis,
e as médias foram comparadas através de compa-
racbes multiplas também nao-paramétricas, com
nivel de significancia de 5%. A relacdo dose-efeito
foi avaliada por regressao polinominal quadrética.

RESULTADOS

Na Tabela 1 sdo mostradas as médias e desvios
padrdes das médias, das concentracdes de fluoreto
(ppm F) no esmalte em funcéo dos tratamentos.

Para o fluoreto total (FT), a maior média foi ob-
servada com a formulag¢do contendo 1.100 ppm F
que diferiu significativamente dos demais, sendo a
menor média encontrada com o tratamento place-
bo que por sua vez também diferiu significativa-
mente dos demais.

Para a concentracdo de fluorapatita (FA) a
maior média foi observada com a formulacao
1.100 ppm F-, que nao diferiu do dentifricio Crest®
e do dentifricio 550 ppm F, esse por sua vez diferiu
do dentifricio 275 ppm F-; todos esses diferiram
significativamente do dentifricio placebo.

Para a concentracéao de fluoreto de calcio (CaF,)
formado no esmalte dental, a maior média foi ob-
servada com a formulagdo 1.100 ppm F que dife-
riu significativamente dos demais. A formulagéo
com 550 ppm e o dentifricio comercial Crest® nao
diferiram entre si e diferiram dos demais. A menor
concentracgao foi observada com o dentifricio pla-
cebo que diferiu de todos os outros tratamentos,
seguido do tratamento 275 ppm F-, o qual também
diferiu significativamente dos demais.

TABELA 1 - Médias e desvios padrao da média (n = 6) da
concentracédo de fluoreto no esmalte (ppm F-) de acordo
com os tratamentos.

ppm F no esmalte dental

Dentifricios

= FA CaF,
Placsbo | 714 + 1.7d| 677+ 1.7¢ | 797 = 1.3d
275ppm  |1804 + 52¢| 974+ 44b 1651+ 7.9¢
550 ppm  |2311 + 12,80|109,1 + 3.4 ba 224.4 = 8,9 b
1.100 ppm 287,90 + 9881202+ 21a | 2751 + 58a
g ooy 2108 = 5701114+ 38a | 2059+ 64b

FT = fldor total; FA = fluorapatita. Tratamentos cujas
médias sdo seguidas por letras distintas diferem
estatisticamente a 5%.
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Uma relagéo dose-efeito estatisticamente signi-
ficativa foi encontrada para CaF, formado no es-
malte (p = 0,0104). Para FT e FA a relacdo nao foi
significativa (p > 0,05).

DISCUSSAO

Tendo em vista a relagdo entre aumento da pre-
valéncia de fluorose dental e uso de dentifricios fluo-
retados, varias medidas tém sido sugeridas para
garantir que o declinio de carie dental alcancado
mundialmente continue sem efeitos colaterais inde-
sejaveis. Podemos citar algumas recomendacbes su-
geridas para a escovagao dental em criancas meno-
res de seis anos de idade: 1) ndo usar dentifricios, ou
usar um dentifricio ndo fluoretado (Feigal®,1983),
porém fluoreto tem sido indispenséavel no controle de
carie quando da escovacédo dental; 2) usar uma pe-
quena quantidade de dentifricio para escovar os
dentes, entretanto a eficiéncia anticarie deste pro-
cedimento ndo estd ainda comprovada (Ericsson,
Forsman’, 1969); 3) usar um dentifricio com concen-
tracao reduzida de fluoreto (Pendrys®®, 1995), entre-
tanto a eficacia de dentifricio com concentractes
abaixo de 1.000 ppm F nao esta bem estabelecida
(Richards, Banting®, 1996).

Entre as alternativas muito se tem discutido so-
bre a possibilidade de ser reduzida a concentracéo
de flhor dos dentifricios infantis. Entretanto, sim-
plesmente diminuir a concentracdo pode aumentar
a seguranca, mas pode comprometer o beneficio de
controle do desenvolvimento da carie. Assim, se o
risco de cérie é baixo um dentifricio com metade da
concentracao de flGor poderia ter o mesmo efeito que
o convencional a 1.000-1.100 ppm F. Por outro
lado, o ideal seria desenvolver uma formulagdo com
flor mais ativo o que permitiria aumentar a segu-
ranca sem risco de perda de efeito, independente da
atividade de carie a ser controlada. Deste modo, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar uma formu-
lacdo desenvolvida para ter flGor mais reativo de tal
forma que 550 ppm F- tivesse 0 mesmo efeito que um
dentifricio convencional a 1.100 ppm F.
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Os resultados obtidos com relagéo a reatividade
do fluoreto da formulacdo desenvolvida mostram
que este obijetivo foi conseguido (Tabela 1). Uma rela-
¢cao dose-efeito foi observada em termos de CaF, for-
mado no esmalte dental (p = 0,0104). Considerando
que CaF, é o principal produto em termos de efeito
de um método topico (Saxegaard, Rélla**, 1989; Ten
Cate et al.”®, 1998), a quantidade formada aumenta
em funcado da concentracao de flGor nas formulacdes
de zero a 1.100 ppm. Em acréscimo o dado mais re-
levante é que a formulacdo com 550 ppm de F tem
uma capacidade de formar CaF, no esmalte tanto
guanto o dentifricio comercial Crest® que é conside-
rado padrao para equivaléncia de efeito. O dentifricio
Crest® é a base de silica e contém 1.100 ppm F na
forma de NaF. A formulacdo desenvolvida tem a
mesma base, mas sendo mais reativa, com a metade
da concentracéo de flGor forma a mesma quantidade
de “CaF,” no esmalte.

Assim, tendo em vista a maior reatividade do
flor com o esmalte dental, espera-se do dentifricio
desenvolvido com 550 ppm F uma maior capaci-
dade de interferir com o desenvolvimento de carie.

CONCLUSOES

A formulacado desenvolvida é mais reativa mos-
trando dose-efeito em termos de formacado de CaF;
no esmalte.

Por ser mais reativa, a formulag&o com 550 ppm
F- é equivalente ao dentifricio padrao Crest® em ter-
mos de CaF, formado no esmalte dental.

Os resultados sugerem que a formulagéo desen-
volvida pode ter o mesmo efeito clinico que uma con-
vencional com 1.100 ppm F, porém com a metade
da concentracéo (550 ppm F), a qual seria portanto
mais segura em termos de fluorose dental.
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