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Zaze ACSF. Efeito da incorporagédo de Célcio e Fosfato em dentifricios fluoretados
na eficacia anticérie [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2009.

Resumo

O uso de dentifricios fluoretados por crian¢cas menores de seis anos de idade tem
sido apontado como fator de risco para a fluorose dentaria. A reducdo da
concentracdo de fluoreto (F) nos dentifricios € considerada uma alternativa para
evitar este problema, contudo a acdo anticariogénica apresentada pelos dentifricios
disponiveis no mercado (1100 pg F/g) deve ser mantida. Os dentifricios
suplementados, que utilizam compostos de fosfato (P) e céalcio (Ca), mostram-se
mais efetivos em prevenir a desmineralizagdo e melhoram a capacidade de
remineralizacédo, portanto, a suplementacao de dentifricios pode ser uma alternativa
para diminuir a concentracdo de F, mantendo a eficacia do produto. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragbes de um composto
contendo Ca e P (Glicerofosfato de Céalcio - CaGP) em dentifricios com baixa
concentracéo de F sobre a desmineralizag&o (in vitro) e remineralizacao (in situ) do
esmalte, de forma a manter a mesma acao anticariogénica de um dentifricio de 1100
ug F/g. Inicialmente, blocos de esmalte previamente selecionados através de dureza
de superficie inicial (SH), foram submetidos a ciclagens de pH de desmineralizacdo
e tratamento diario com dentifricios contendo 500 pg F/g e concentragcfes entre 0 e
2% de CaGP, diluidos em agua destilada/deionizada. Foram utilizados também
dentifricios contendo as mesmas concentracdes de CaGP sem F, um dentifricio sem
adicdo de F, Ca e P (Placebo) e um comercial (controle positivo, 1100 pg F/g). Apos
analise de dureza pés-ciclagem e determinacédo de F, Ca e P presentes no esmalte,
observou-se menor perda mineral (Kruskal-Wallis; p<0,05) para o grupo com 500 ug
F/g associado a 0,25% de CaGP. Nao houve diferenca entre os grupos 500 pg F/g
associado a 0,25% de CaGP e 500 ug F/g nas concentracdes de F (Kruskal-Wallis;
p>0,05), entre 500 pug F/g associado a 0,25% de CaGP e controle positivo nas
concentracdes de Ca (Kruskal-Wallis; p>0,05). Em seguida, o efeito remineralizador
do dentifricio com baixa concentracdo de F associado ao CaGP que apresentou
melhor resultado (0,25% CaGP) no estudo in vitro foi avaliado em um estudo in situ,

duplo-cego cruzado. Voluntarios utilizaram dispositivos palatinos durante 3 dias, em



5 diferentes fases experimentais, com 4 blocos de esmalte desmineralizado
artificialmente. Os dentifricios utilizados (3x ao dia) foram: sem F e CaGP (Placebo),
um dentifricio com 500 pg F/g (NaF), dois contendo 500 pg F/g (NaF ou MFP)
associado ao CaGP a 0,25% e um dentifricio comercial (controle positivo, 1100 ug
F/g). Determinou-se dureza de superficie e em seccdo longitudinal do esmalte e
concentragdo de F, Ca e P presentes no esmalte. Blocos tratados com os dentifricios
com 500 pg F/g (NaF ou MFP) suplementados com 0,25% de CaGP apresentaram
dureza semelhante ao controle positivo (ANOVA e Kruskal-Wallis; p>0,05) diferindo
do dentifricio 500 pg F/g (p<0,05). O grupo 500 pg F/g (NaF) associado a 0,25% de
CaGP e o controle positivo mostraram semelhantes concentracbes de F, Ca e P
(ANOVA e Kruskal-Wallis; p>0,05). Com o objetivo de entender o mecanismo de
acdo do CaGP associado ao fluoreto, estudou-se o efeito deste sobre a
hidroxiapatita sintética. O p6 de hidroxiapatita (HA) produzido foi suspenso em
solugdes de CaGP nas concentragdes de 0,25 e 2% associadas ou nédo ao NaF (500
KMg F/mL). Uma solucdo com 1100 pg F/g foi utilizada como controle positivo (CP).
Depois de repetidas alteracbes no pH das solucbes, analisou-se o0 precipitado
formado pela Espectroscopia no Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR) e a
concentracédo de F, Ca e P na hidroxiapatita. Os grupos com CaGP (0,25% e 2%)
apresentaram estrutura molecular com baixa cristalinidade e maior solubilidade, com
concentracdo de Ca reduzida. Estrutura molecular e relacdo molar Ca/P mostram HA
mais estavel e menos soluvel no grupo 500 pug F/g associado a CaGP 0,25%, bem

como formacao de fluoreto de célcio (CaF2), resultados similares ao 1100 ug F/g.

Palavras-chave: Desmineralizacdo. Remineralizacdo dentaria. Esmalte dentario.

Hidroxiapatita. Dentifricios. Fluoretos. Calcio. Dureza.
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Zaze ACSF. Effect of calcium and phosphate addition to fluoride dentifrices on anti-
caries efficacy [tese]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia da Universidade
Estadual Paulista; 2009.

Abstract

The use of fluoride dentifrices by children under 6 years of age has been pointed as
a risk factor for dental fluorosis. The reduction of fluoride (F) concentration in
dentifrices has been considered as an alternative to avoid this problem; however, the
anti-caries effect presented by commercially available dentifrices (1,100-ug F/g) must
be sustained. The dentifrices enhanced with phosphate (P) and calcium (Ca)
compounds are more effective to prevent demineralization and to enhance
remineralization, therefore, those dentifrices may be an alternative to reduce F
concentration, preserving the product efficacy. The aim of the present study was to
evaluate the effect of different concentrations of calcium (Ca) glycerophosphate
(CaGP) in low fluoride concentration dentifrices on enamel demineralization (in vitro)
and remineralization (in situ), sustaining an anticariogenic action similar to a 1100 ug
F/g dentifrice. Enamel blocks, previously selected by surface hardness analysis (SH),
were submitted to a demineralization pH cycling and daily treatments with dentifrices
with 500 pg F/g and concentrations of CaGP between 0 and 2%, diluted in deionized
water. There was also used toothpastes containing the same concentrations of CaGP
without F, a dentifrice with no F, Ca or P (placebo) and a commercial one (positive
control, 1100 pg F/g) were also used. Hardness was again measured and the
amount of F, Ca and P in enamel was determined. Group 500 pg F/g 0.25% CaGP
showed the lowest mineral loss (Kruskal-Wallis; p<0.05). There was no difference in
F concentrations between groups 500 pug F/g 0.25% CaGP and 500 ug F/g (Kruskal-
Wallis; p>0,05) and in Ca concentrations between 500 ug F/g 0.25% CaGP and
positive control (Kruskal-Wallis; p>0.05). Following that, the remineralizing effect of
the low F dentifrice enhanced with CaGP that showed the best result (0.25% CaGP)
in the in vitro study was evaluated in a double-blind crossover in situ study.
Volunteers wore palatal appliances, during 3 days, containing 4 enamel blocks with
artificial caries lesion. Five experimental periods were set. The following dentifrices
were used 3x/day: no fluoride and no CaGP (Placebo), one dentifrice with 500 pug F/g
(NaF), two dentifrices with 500 pug F/g (NaF or MFP) associated to 0.25% of CaGP



and one commercial dentifrice (positive control, 1,100 ug F/g). Surface and cross-
sectional hardness, and F, Ca and P concentration in enamel were determined. The
dentifrices with 500 ug F/g (NaF or MFP) and 0.25% of CaGP showed hardness
values similar to positive control (ANOVA and Kruskal-Wallis; p>0.05) and different
from dentifrice 500 pug F/g (p<0.05). The dentifrice with 500 pg F/g (NaF) and 0.25%
of CaGP and positive control showed similar F, Ca and P concentrations (ANOVA
and Kruskal-Wallis; p>0.05). To understand the mode of action of CaGP associated
to fluoride, its effect on synthetic hydroxyapatite was studied. Hydroxyapatite powder
was suspended in CaGP solutions (0.25 and 2%) associated or not to sodium
fluoride (500 pg F/mL). A 1,100 pg F/g solution was used as positive control (CP).
Following repeated alterations in pH solutions, the precipitate was analyzed by
Fourier transformed infrared (FTIR) spectroscopy and F, Ca and P concentration in
hydroxyapatite. The groups with CaGP (0,25% and 2%) presented molecular
structure with low crystal and more solubility, with concentration Ca reduced. The
molecular structures and molar relationship Ca/P show there is stableer and less
soluble in the group 500 ug F/g associated to CaGP 0,25%, as well as formation of

calcium fluoride (CaF2), similar results to 1100 ug F/g.

Keywords: Demineralization. Tooth remineralization. Dental enamel. Hydroxyapatite;

Dentifrices. Fluorides. Calcium. Hardness.
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1 Introducédo Geral

Ao longo do século XX, o fluoreto (F) foi o principal agente utilizado na
prevencado da carie dentaria em todo o mundo, oferecido a populacdo de maneiras
diversas, sendo as mais utilizadas a fluoretacdo da agua de abastecimento e 0 uso
de dentifricios fluoretados. Entretanto, ocorre também uma exposicdo ao F
decorrente da dieta, por meio de alimentos e bebidas industrializados, e da utilizacao
de suplementos [Buzalaf et al., 2001]. Em estudos realizados em diferentes paises, 0
uso de produtos fluoretados foi considerado o principal responsavel pelo declinio na
prevaléncia da carie dentéaria [Rolla e Saxegaard, 1990; Narvai, 2000; Cury et al.,
2004; Stookey et al. 2004] bem como do aumento na incidéncia da fluorose
[Horowitz, 1992; Pang e Vann, 1992; Mascarenhas, 2000; Cochran et al. 2004].
Portanto, segundo Bergamaschi [2003] torna-se necessario o desenvolvimento de
novas diretrizes para a promocdo da saude bucal e o reparo das lesbes cariosas,
sem causar outros danos aos individuos.

Pendrys e Stamm [1990] levantaram a hipdtese de que a agua de
abastecimento ndo foi o Unico fator responsavel pelo aumento na incidéncia da
fluorose dentaria, pois este fato ocorreu tanto em areas que receberam a adicao de
fluoretos na agua, como em areas onde a agua de abastecimento ndo era
fluoretada. No mesmo ano, Lalumandier observou que criangas que tiveram acesso
a dentifricios fluoretados nos primeiros dois anos de vida e que viviam em areas com
agua nao fluoretada, apresentavam fluorose dentaria, o que sugere que 0 uso de
dentifricios fluoretados por criancas nessa faixa etaria € um fator de risco para o
desenvolvimento desta alteracdo. Osuji et al. [1988] afirmaram que criancas que
tiveram acesso a dentifricios fluoretados antes dos 25 meses de idade mostraram
taxas de fluorose dental 11 vezes maiores que aquelas que tiveram acesso apés
esta idade, concluindo que a fluorose dentaria estava associada ao uso de
dentifricios em criancas de pouca idade em 70% dos casos. Em concordancia,
Mascarenhas e Burt [1998] afirmam que durante os seis primeiros anos de vida da
crianca, fase em gque ocorre a odontogénese, o uso de dentifricios fluoretados pode
ser considerado como um fator de risco para a fluorose dentaria.

Criancas menores de seis anos de idade ainda nao apresentam o total

desenvolvimento do reflexo de expectoracédo, 0 que resulta em maior ingestdo de

* | ista de referéncias no anexo A
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dentifricio durante a escovacao dentaria. Ericson e Forsman [1969] relataram que
criancas de quatro a sete anos ingerem entre 24,5% e 33,3% de F do dentifricio
apos a escovacao dentaria, entretanto Lima e Cury [2001] afirmam que em média
57% do dentifricio colocado na escova sdo ingeridos quando se avalia criancas
menores de seis anos de idade, ocorrendo uma variacao de 17% a 98%. Frente ao
problema observado, varias recomendacfes foram propostas para diminuir a
incidéncia de fluorose, tais como a escovacdo supervisionada, uso de quantidades
reduzidas de dentifricio e a reducdo do tamanho do orificio das embalagens
comerciais [Horowitz, 1992; Hamilton, 2001; Lima e Cury, 2001]. Devemos levar em
consideracao, entretanto, que modificar habitos é uma tarefa ardua, principalmente
guando a midia nao reforca esta mudanca. Este problema € enfrentado quando se
trata da quantidade de dentifricio que deve ser aplicada na escova dentéria,
portanto, torna-se necessario investigar novas maneiras para reduzir a ingestdo de
fluoretos pelas criancas.

A reducdo da concentracdo de F dos dentifricios € uma das alternativas
possiveis, porém alguns estudos mostraram que dentifricios contendo 250 ug F/g
sdo menos efetivos que aqueles contendo 1000 ug F/g na prevencdo da carie
dentaria [Koch et al., 1982; Mitropoulos et al., 1984]. Outra alternativa seria a
reducdo do pH de dentifricios de baixa concentracdo de F, pois sabe-se que o
principal responsavel pela acdo anticariogénica de agentes de aplicacéo topica de F
é o fluoreto de célcio e que sua formacdo aumenta a medida que se reduz o pH do
meio [Saxegaard e Rolla, 1988; Ogaard, 2001]. Brighenti et al. [2006] observaram
que a reducdo da microdureza do esmalte de dente bovino apds ciclagens de pH in
vitro foi menor apds tratamento com dentifricios acidulados do que com 0s neutros
em todas as concentracdes testadas, principalmente o dentifricio acidificado com
550 ug F/g, que apresentou uma reducao na microdureza menor do que o dentifricio
neutro de 1100 ug F/g. Resultados semelhantes foram encontrados em outros
estudos avaliando dentifricios com pH reduzido [Friberger, 1975; Petersson et al.,
1989; Alves et al., 2007].

Outra maneira de aumentar a efetividade de um dentifricio fluoretado é
suplementa-lo com calcio e/ou fosfato. Esta modalidade de dentifricio tem se
destacado, ganhando espaco como produto com potencial para remineralizar ou
minimizar a formacdo da lesdo cariosa. Trata-se do dentifricio suplementado, que

contétm F, P e Ca como agentes ativos. Testes in vitro demonstram que o0s
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dentifricios com calcio soltuvel, monofltuorfosfato (MFP) e dicalcio fosfato dihidratado
(DCPD) apresentam um potencial remineralizador maior, quando comparados aos
dentifricios convencionais [Moreno, 1993; Leach et al., 1987]. Os dentifricios
suplementados com outros complexos de Ca e P mostram-se mais efetivos em
prevenir a desmineralizacao [Blake-Haskins et al., 1992; Hicks e Flaitz 2000; Kardos
et al.,, 1999; Legeros; 1999; Schemehorn et al., 1998], melhoram a capacidade
remineralizadora [Hicks e Flaitz 2000; Johnson, 1993] e a incorporacdo de F
[Schemehorn et al., 1999a], além de aumentar a biodisponibilidade do F quando
comparado a um dentifricio padrdo testado clinicamente (NaF/silica) [Schemehorn et
al., 1998; Schemehorn, 1999].

As reacOes quimicas que ocorrem durante a desmineralizacdo sao
determinadas pela supersaturacdo de Ca e P e a presenca ou nao de F no biofilme
bucal. Quando estes fatores estdo associados, o efeito do F é potencializado, o que
promove a reducdo da dissolucdo da hidroxiapatita dentaria [Hichs et al., 2004]. A
supersaturacdo do meio por Ca e P também altera o comportamento do F na
remineralizacdo. Mantendo seus niveis elevados durante periodos de desafio
cariogénico, a dissolucdo do esmalte poderia ser inibida e a remineralizacao
aumentada, potencializando a capacidade tampéao da saliva [Duckworth, 1993].
Segundo Schemehorn [1999b], o processo de remineralizacdo depende
primariamente da presenca de ions Ca e P na saliva e é intensificado na presenca
do F, o que explica o maior potencial remineralizador apresentado pelos dentifricios
suplementados. Portanto, um dentifricio suplementado é capaz de disponibilizar nédo
somente o F como agente ativo no processo de remineralizacdo, mas também Ca
soluvel e P, garantindo a disponibilidade destes ions que permanecerdo por um
periodo prolongado na saliva e placa residual [Kardos et al., 1999]. A capacidade de
diminuir a desmineralizagédo e intensificar a remineralizacdo € uma caracteristica
importante de um dentifricio quando se trata de populacées com alto indice de carie,
pois a prevencdo da formacdo de lesbes cariosas bem como a reducdo da
progresséo de lesdes ja existentes torna-se intensificada. Kashket [1999] afirma que
a remineralizagdo na presenca de P e Ca solavel ocorre em profundidade, com
deposicdo de minerais nas camadas mais internas da lesdo, propiciando uma
remineralizacdo no corpo da lesdo. Quando a fonte de P e Ca é salivar, esta
deposicdo ocorrera mais superficialmente, promovendo a remineralizacdo nas

regides mais superficiais da lesdo, deixando as camadas internas inalteradas. Koo e
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Cury [1998] demonstraram, em estudo in situ que dentifricios suplementados
promovem uma maior incorporacdo de F nas camadas mais profundas da lesao
quando comparados a dentifricios convencionais e placebo.

Os fosfatos de Ca agem fornecendo ions Ca e P [Whitford et al., 2002]
interagindo diretamente com o esmalte, reduzindo sua solubilidade [Grenby e Bull,
1980], potencializando a remineralizacdo [Cury et al., 2003, 2005] e o aumento da
incorporacao de F no interior da lesdo de carie durante a remineralizacdo [Sullivan et
al., 1997; Gonzalez, 1971; Gaffar et al., 1993]. Além de participar ativamente do
processo de des/remineralizagdo, parece que o Ca apresenta relagdo direta na
retencdo de F pelo biofilme, aumentando a capacidade tampao da placa [Bowen,
1972], reduzindo a quantidade da mesma [Brook et al, 1975] e modificando seu
metabolismo por meio da elevagdo das concentracoes de Ca e P [Grenby e Bull,
1975; Duke et al., 1979]. Whitford et al. [2002] encontraram evidéncias de que a
retencdo de F no biofilme é dependente da concentracdo de Ca presente. Esta
relacdo direta foi relatada em outros trabalhos [Rolla e Bowen, 1977; Rolla, 1977,
Schamschula et al. 1978] onde se sugere que o F € atraido pelo Ca e se fixa no
biofilme. Confirmando esta suspeita, Kato et al. [1997] relataram que existe uma
relacdo direta entre Ca, P e F em vérias seccdes da placa dental. Vogel e
colaboradores [2006] analisaram a concentracdo de F na saliva uma hora apos a
utilizacdo de produtos contendo Ca e P seguidos por produtos fluoretados, onde
observaram um aumento da presenca de F quando comparado a aplicagdo do
produto fluoretado isoladamente, ou antes da aplicacao do produto contendo Ca e P,
0 que leva a crer que a presenca de F na cavidade bucal € aumentada quando
existe Ca e P disponiveis no meio.

Alguns estudos foram realizados para avaliar a adicdo do Ca em dentifricios,
umas das maneiras seria na forma de um abrasivo como carbonato de Ca ou
dicélcio fosfato dihidratado (DCPD). Estudos in situ com carbonato de calcio
associado ao Monofluorfosfato de Sdédio (MFP) mostraram uma diminuicdo na
desmineralizagdo e um aumento na remineralizacdo do esmalte quando comparado
a um dentifricio com mesma concentracdo de F e silica como abrasivo [Cury et al.,
2003, 2005]. Outros estudos avaliaram a adicdo do glicerofosfato de Ca (CaGP) aos
dentifricios associados ao MFP e mostraram um efeito anti-cariogénico superior
[Naylor e Glass, 1979; Mainwaring e Naylor, 1983]. Lynch e ten Cate [2006]

mostraram uma diminuicdo na desmineralizacdo do esmalte principalmente quando
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o glicerofosfato de célcio (CaGP) foi aplicado antes do desafio cariogénico, nas
concentracdes de 0,10, 0,25 e 0,50%.

Estudos de dissolucéo in vitro demonstram que uma pequena alteragcao na
concentracédo de Ca tem maior efeito quando comparado ao P na desmineralizacao.
Embora o Ca e o P diminuam a desmineralizagdo, sdo necessarias vinte vezes mais

P do que Ca para que se consiga um efeito semelhante [Tanaka e Kadoma, 2000].

Apesar de muitos trabalhos comprovarem um aumento na acao
anticariogénica de dentifricios suplementados com Ca e P, a maioria utilizou
concentracbes altas de F. Winter e colaboradores [1989], observaram que um
dentifricio contendo 1055 ug F/g (MFP) apresentou resultados semelhantes a outro
com 550 pyg F/g, associando duas fontes de F (MFP e NaF), porém ambos
apresentavam CaGP em sua formulacéo.

Alguns estudos analisaram a eficicia de dentifricios de baixa concentracao
quando comparados a dentifricios convencionais, com ao menos 1000 ug F/g,
contudo existem divergéncias nos resultados, porém a maioria dos trabalhos mostra
que existe uma diminuicdo do efeito anticarie quando a concentracdo de F
disponivel é reduzida [Reed, 1973; Kloet et al. 1986; Beltrdn e Spuznar, 1988;
Newbrun, 1992; Warren e Levy, 1999]. Portanto, torna-se interessante investigar se
a suplementacédo de Ca e P com esses ions permite reduzir a concentracéo de F
sem diminuir a eficiéncia anticariogénica do dentifricio quando comparado a um
dentifricio padrédo de mercado (1100 pg F/g). Tal dentifricio de uso infantil seria uma
alternativa para a prevencado da carie como também da intoxicacdo crénica causada
pelo fluor, contudo sua utilizagdo ndo ficaria necessariamente restrita apenas a
criancas menores de 6 anos, faixa etaria de maior risco para o desenvolvimento da

fluorose dentaria.
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2 Efficacy of low-fluoride dentifrice concentratio n with calcium

glycerophosphate on enamel demineralization. *

Key words: Dentifrice. Fluoride. Calcium. Glycerophosphate. Dental enamel.

Demineralization. pH-cycling

2.1 Abstract

The use of fluoride dentifrices by children under 6 years of age has been pointed as
a risk factor for dental fluorosis. The reduction of fluoride (F) concentration in
dentifrices has been considered as an alternative to avoid this problem; however, the
anticariogenic effect presented by commercially available dentifrices (1,100-ug F/g)
must be maintained. The aim of the present study was to evaluate the effect of
different concentrations of calcium (Ca) glycerophosphate (CaGP) in dentifrices with
low F concentration on enamel demineralization, using bovine enamel and pH-cycling
model. Experimental dentifrices were manufactured containing O or 500-ug F/g and
the concentrations of 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1 and 2% of CaGP, and a placebo dentifrice.
A commercial dentifrice was used as positive control (1,100-pug F/g). After polishing
and hardness tests, the enamel blocks were submitted to pH-cycling for 5 days and
dentifrice treatment (2x/day). Surface and cross-sectional hardness and F, Ca and P
concentration present on enamel were analyzed. The association of fluoride (500-
ung/g) and CaGP (0.25%) showed lower mineral loss when compared to other groups
(Kruskal-Wallis; p<0.05). The Ca concentrations of groups 500-ug F/g associated to
CaGP 0.25% and positive control were similar (Kruskal-Wallis; p<0.05). The results
from the present study showed that a low-fluoride dentifrice is capable to maintain the

1,100-pg F/g efficacy when supplemented with CaGP.

* Capitulo escrito de acordo com as instru¢gdes aos autores do periédico Caries
Research (Anexo B)
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2.2 Introduction

Fluoride dentifrice has been considered as a responsible factor for decrease in
the incidence of dental caries [Cury et al., 2004; Stookey et al., 2004], however
dental fluorosis increase [Mascarenhas, 2000; Cochran et al., 2004]. Therefore, the
development of new directives of oral care without promoting damage to the patients
is of great importance.

Many recommendations were proposed to reduce dental fluorosis such as
supervised brushing and use of small amount of dentifrices [Horowitz, 1992;
Hamilton, 2001; Lima and Cury, 2001]. Even though changing behavior is very
difficult, it is necessary investigating new ways to reduce fluoride ingestion by
children. Fluoride concentration reduction in the dentifrices could be an alternative;
however, the effectiveness of the dentifrice in reduce dental caries has to be
sustained. This is possible by decreasing the pH of low-fluoride dentifrice [Friberger,
1975; Petersson, 1989; Brighenti et al., 2006; Alves et al., 2007] or by adding
inorganic phosphate [Moreno, 1993; Takeshita et al., 2009]. Calcium-phosphate
compound associated to fluoride can reduce the enamel demineralization and
increase remineralization [Whitford et al., 2002; Cury et al., 2003, 2005].

The addition of organic phosphate as calcium glycerophosphate (CaGP) can
be a source of calcium and phosphate. Clinical trials showed that fluoride (SMFP and
NaF) associated to CaGP presented better results when compared to a fluoride
dentifrice probably for rising calcium and phosphate’s level in the biofilm [Lynch,
2004]. The inorganic calcium and phosphate release occurs by hydrolysis CaGP
[Imai and Hayashi, 1993; Viloria et al., 2000] due the calcium binding to
phospholipids [Inoue et al., 1992]. Lynch and ten Cate [2006] showed inhibition of
enamel demineralization, using an in vitro biofilm model, mainly when the CaGP was
applied before caries challenge in the concentrations of 0.10, 0.25 e 0.50%. Thus, it
would be interesting to analyze whether CaGP addition to low-fluoride (500 pg/g)
dentifrice keeps the 1,100-ug F/g efficacy or not. The aim of the present study was to
evaluate the effect of different concentrations of calcium (Ca) glycerophosphate

(CaGP) in dentifrices with low F concentration on enamel demineralization.
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2.3 Material and methods
Experimental Design

Enamel blocks (4x4 mm) were obtained from bovine incisors, polished,
selected by surface hardness (SH, n=156) and randomized in 13 groups (n=12). The
blocks were submitted to a demineralization pH-cycling model (De>Re) during 5
days. Treatments were performed using experimental dentifrices with 0 or 500 ug F/g
and calcium glycerophosphate (CaGP) with concentrations of 0.0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0
and 2.0%. Commercial dentifrice was used as positive control (Crest", 1,100 pg F/g,
Procter and Gamble, Cincinnati, OH, USA). After pH-cycling, surface and cross-
sectional hardness (SH;) was again assessed to calculate the percentage change of
surface hardness (%SH) and integrated loss of subsurface hardness (AKHN),
respectively. Fluoride (F), calcium (Ca) and phosphorus (P) concentrations present

in the enamel were also determined.

Dentifrice formulation and fluoride analysis

The experimental dentifrices contained the following ingredients:
carboxymethylcellulose, sodium methyl-p-hydroxybenzoate, sodium saccharin,
peppermint oil, glycerol, hydrated silica, sodium lauryl sulfate, titanium dioxide and
water. Fluoride (NaF, Merck, Germany) concentration in experimental dentifrice was
500 pg/g and different concentrations of calcium glycerophosphate (CaGP, Sigma-
Aldrich Co., USA) were used: 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 e 2.0%. Dentifrices without
fluoride with the same CaGP concentrations and a positive control (PC) with 1,100
ug F/g (Crest®) were used.

Fluoride in dentifrices was analyzed before and after accelerated aging testing
according to Delbem et al. [2002]. After dispersion in water (1:3), a sample from the
suspension was treated with 2 mol L™ HCI for total fluoride assessment and buffered
with 1 mol L™* NaOH. For ionic fluoride assessment, supernatants were obtained by
centrifuge (906g; 20 min). The same volume of TISAB Il buffer (Orion Research Inc,

Beverly, MA, USA) was added to the solutions. Fluoride determination was
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performed with an ion-selective electrode Orion 96-09 (Orion Research Inc, Beverly,
MA, USA) and an ion analyzer Orion 720 A" (Orion Research Inc, Beverly, MA,
USA), calibrated with standards containing between 0.125 and 2.0 pg F/mL.
Accelerated aging testing was performed using 2 g of dentifrice at 45C during 72
hours in sealed up container [Cury, 1989] followed by new analysis according to

initial methodology.
pH-cycling (Des>Re) and dentifrice treatments

After coating with an acid-resistant varnish, except for the enamel, the blocks
were submitted in individual crystal polystyrene bottle to 5 pH-cyclings at 37° C and
kept in fresh remineralizing solution for 2 days [Vieira, 2005]. The demineralizing
period was 6 h, and the solution (2.2 mL/mm? of enamel surface) consisted of 2.0
mmol L™* Ca(NOs)».4H,0 and 2.0 mmol L™ NaH,PO4.H,O in 0.075 mol L™ acetate
buffer, 0.04 pg F/mL at pH 4.7. The remineralizing period was set at 18 h and the
solution (1.1 mL/mm? of enamel surface) consisted of 1.5 mmol L™ Ca(NOs), 4H,0 ,
0.9 mmol/L NaH,PO, H,0, 0.15 mol L™ KCl in 0.02 mol L™ cacodylate buffer, 0.05 pg
F/mL at pH 7.0. The treatment regime consisted of 1-min soaks of all blocks (2
mL/block) of each treatment group in slurries of placebo, experimental fluoride
dentifrices (500 pg F/g) without or with CaGP (0, 0.1, 0.25, 0.5, 1 e 2%) or positive
control. Dentifrices were diluted in deionized water (1:3 in weight). The treatment was
performed twice a day (before and after a demineralising period) under agitation. The
blocks were washed with deionized water at each change of solution. This pH-cycling

model is able to produce an enamel sub-surface lesion [Takeshita et al., 2009].
Hardness measurements

The hardness of the enamel surface was determined before (SH) and after pH
cycling (SH;) using a Shimadzu HMV-2000 microhardness tester (Shimadzu Corp.,
Kyoto, Japan) under a 25 g load for 10 s. Five indentations, spaced 100 um apart,
were made in the center of the enamel block. After pH cycling, five indentations,
spaced 100 um from the baseline ones, were made to calculate the percentage of
surface hardness loss (%SH=((SH; — SH)/SH)x100).
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For cross-sectional hardness measurements, the enamel blocks were
longitudinally sectioned through their center and embedded in acrylic resin with the
cut face exposed and gradually polished. Three sequences of eight indentations at
different distances (10, 30, 50, 70, 90, 110, 220 and 330 pum) were made from the
surface of the enamel in the central region spaced 100 um from each other, under a
25 g load for 10 s. The mean values at all three measuring points at each distance
from the surface were then averaged. Integrated hardness (KHN x um) for the lesion
into sound enamel was calculated by the trapezoidal rule (GraphPad Prism, version
3.02) and subtracted from the integrated hardness for sound enamel to obtain the

integrated loss of subsurface hardness (AKHN) [Takeshita et al., 2009].
Fluoride, calcium and phosphorus in enamel Analysis

An enamel biopsy was performed according to Weatherell et al. [1985]. Blocks
measuring 2 x 2 mm were obtained from one of the halves of the longitudinally
sectioned blocks. The blocks were attached to a mandrel which was fixed to the top
of a modified microscope with a micrometer (Pantec, Sao Paulo, Brazil) to measure
the depth. Self-adhesive polishing discs (13 mm of diameter), 400 grit silicon carbide
(Buelher, Germany), were fixed to the bottom of polystyrene crystal bottle (J-10;
Injeplast, Sdo Paulo, Brazil). One layer of each enamel block was removed 50 +4.8
pum and 0.8 mL 0.5 mol.L™* HCI was added to the bottles. The bottles were agitated
for 15 min and 0.8 mL 0.5 mol.L* NaOH was then added. For F analysis, a specific
electrode (Orion 9690) was connected to an ion analyzer (Orion 720+) and TISAB Il
(total ionic strength adjustment buffer) at 1:10 ratio (TISAB:sample) was used. For Ca
analysis, a specific electrode (Orion 9300) was connected to an ion analyzer (Orion
720+) and ISA (ionic strength adjustor) at 1:20 ratio (ISA:sample) was used.
Inorganic phosphorus was measured according to Fiske and Subbarow [1925].

Statistical Analysis
GMC software (version 2002) was used with significance limit of 5% [Campos,

2003]. Surface hardness (SH), integrated loss of subsurface hardness (AKHN) and

fluoride, calcium and phosphorus concentrations (ug/mm?®) in the enamel means
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were described in graphics according to fluoride and CaGP concentration in the
dentifrices. Statistical analysis was applied considering as variation factors the
dentifrices: placebo, 500 ug F/g, 500 pg F/g supplemented with 0.25% of CaGP (500
0.25%CaGP), 500 pg F/g supplemented with 2.0% of CaGP (500 2.0%CaGP) and
positive control. Data were submitted to the normality and homogeneity (Kolmogorov-
Smirnov and Cochran, respectively) test. Surface hardness (SH) data presented
homogeneous and were submitted to one-way analysis of variance followed by
Tukey's test multiple comparisons. Data of SH;, AKHN, fluoride, calcium e
phosphorus were heterogeneous and were subjected to Kruskal-Wallis test, followed

by Miller’s test.

2.4 Results

Fluoride concentrations in the experimental dentifrices (0.0 and 500 pg/g) did
not change with the increase of CaGP percentage before and after accelerated aging
testing of dentifrices (Figure 1).

Enamel surface hardness (mean +sd) before pH-cycling was 367.0 +9.9 KHN.
The group with the lowest mean hardness was 361.2 £8.1 and with the highest was
373.4 18.8 (p>0.05). After pH-cycling, the addition of 0.25% CaGP in the
experimental dentifrice produced higher mean value of post pH-cycling surface
hardness (SH;) and lower integrated loss of subsurface hardness (AKHN), regardless
of fluoride concentration in the experimental dentifrices (Figure 2). The increase of
CaGP concentration in the experimental dentifrice up to 0.25% reduced SH; and
increased AKHN.

The effect of CaGP addition was analyzed by comparison of experimental
dentifrices: placebo, 500 pg F/g, 500 0.25%CaGP, 500 2.0%CaGP and positive
control. Placebo dentifrice showed (Table 1) lower post pH-cycling surface hardness
(SH1) and higher percentage of surface hardness loss (%SH) values than other
fluoride dentifrices (p<0.05). Group 500 0.25%CaGP presented higher SH; value
when compared to fluoride dentifrices (p<0.05), including the positive control. The
increase of CaGP to 2.0% (500 2.0%CaGP group) reduced SH; and increased %SH
when compared to the other fluoride dentifrices (p<0.05). The results of integrated
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loss of subsurface hardness (AKHN) showed (Table 1) similar values between
placebo and 500 2.0%CaGP groups (p>0.05). The positive control and 500
0.25%CaGP groups presented similar AKHN results (p>0.05).

Fluoride dentifrices showed higher fluoride concentration (ug/mm?®) in enamel
when compared to no-fluoride dentifrices (Figure 3A). Calcium concentration
increased with CaGP addition in the experimental fluoride dentifrices (Figure 3B). No-
fluoride experimental dentifrices presented high concentration of phosphorus in the
enamel with 1 and 2% of CaGP (Figure 3C).

Positive control dentifrice showed higher fluoride concentrations results in
enamel (p<0.05) than placebo, 500 pg F/g, 500 0.25%CaGP and 500 2.0%CaGP
(Table 2). The groups 500 pug F/g and 500 0.25%CaGP presented similar fluoride
concentration in enamel (p>0.05) and higher than 500 2.0%CaGP group (p<0.05).
Calcium concentration was higher in the 500 2.0%CaGP group when compared to
the other experimental dentifrices (p<0.05). Positive control and 500 0.25%CaGP
presented similar calcium concentration (p>0.05) and higher than 500 ug F/g group
(p<0.05). Phosphorus concentration in enamel was similar among the experimental

dentifrices (p>0.05), regardless of the fluoride or CaGP concentration (Table 2).

2.5 Discussion

Dentifrice analysis showed ionic fluoride was kept with the rise of the CaGP
concentration for all experimental toothpaste (Figure 1). Calcium glycerophosphate is
not water-soluble [Inoue et al., 1992] and the kinetic in the toothpaste can be slower
than in the solution. Most of fluoride was maintained soluble in the formulation after
accelerated aging testing; this can be confirmed by SH; and AKHN results (Figure 2
and Table 1). Therefore, this was observed until 0.25% CaGP concentrations in the
dentifrices, regardless of the fluoride concentration in the formulation (0.0 or 500
Hg/g).

The fluoride in dentifrices promoted a ~ 55% reduction of mineral loss when
comparing placebo to 500 pug F/g. The addition of CaGP 0.25% to the 500 pg F/g
dentifrice decrease the mineral loss in 132%, a value similar to positive control
(Figure 2). An increase of the mineral loss (SH; e AKHN) occurred when CaGP

concentration was 0.5% or higher, regardless of the fluoride concentrations (Figure 2
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and 3). The results are due to the rise of the CaGP concentration and not because of
the presence of insoluble fluoride on dentifrice. The analysis of fluoride in the
dentifrices before and after accelerated aging testing has confirmed this (Figure 1).

Calcium concentration in enamel was higher for fluoride dentifrice with =
0.25% of CaGP compared to no-fluoride dentifrice (Figure 3). The addition of 1.0 and
2.0% CaGP to fluoride dentifrices reduced the concentration of fluoride in enamel,
this explains the results illustrated in Figure 2.

Data from table 2 showed that groups 500 pug F/g and 500 0.25%CaGP
presented 2 times more fluoride when compared to 500 2%CaGP dentifrice (p<0.05).
However, they presented different results of SH;, %SH and AKHN (table 1). Source
of fluoride (NaF) and calcium (CaGP) of the 500 0.25% CaGP dentifrice produced
deposits of calcium phosphate probably with fluoride-rich apatite crystals and calcium
fluoride and consequently higher hardness values (table 1). Perhaps, these effects
were promoted by adsorption of CaGP in enamel surface and hydrolysis during
demineralization process releasing mainly calcium with the increase of CaGP
concentration in the experimental dentifrices (Figure 3 and table 2). However, the
great amount of calcium present in enamel with the 500 2%CaGP dentifrice can be
related to reduction of fluoride in enamel (table 2). Apparently, the concentration of
CaGP 2% produced a supersaturation of calcium and a great precipitation of calcium-
rich crystals superficially obliterating the enamel porous for calcium and fluoride
diffusion deeper into the enamel [Silverstone et al., 1981; Lynch et al., 2007]. The
pH-cycling model used [Vieira et al., 2005] produces a sub-surface lesion [Takeshita
et al., 2009] classified by Lynch et al. [2007] as a high-R lesion. This type of lesion
presents a greater surface enamel permeability that facilitates ionic changes due to
large and numerous pores. However, when those pores are obliterated, the rate of
ionic changes may be reduced. This can explain why the group 500 2%CaGP
presented a similar sub-surface lesion (AKHN) compared to the placebo (table 1).

Minimal changes in the enamel calcium concentration have a great effect in
the demineralization when compared to phosphate (table 2). Even so, calcium and
phosphate reduce demineralization; it is necessary more phosphate than calcium to
promote similar effect [Tanaka and Kadoma, 2000; Lynch et al., 2007]. As there is no
change in the phosphorus concentration present in enamel (table 2), it seems that
phosphate was not released due to glycerol linkage [Inoue et al., 1992]. Then, the
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release of phosphate will occur by alkaline phosphatase hydrolysis [Imai and
Hayashi, 1993; Viloria et al., 2000]. It is necessary to submit the 500 0.25% CaGP
experimental dentifrices to dental biofilm in an in situ study to confirm that hypothesis
and verify if the phosphate release can improve the efficacy of the experimental
dentifrice enhanced with CaGP [Lynch et al., 2007].

The results from the present study showed that a low-fluoride dentifrice is
capable to maintain the 1,100-ug F/g efficacy when supplemented with CaGP. In
addition, the concentration of 0.25% CaGP provided the best effect against enamel

demineralization.
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Table 1. Results (mean * sd, n=12) of hardness analysis according to experimental
dentifrices: placebo, 500 pg F/g, 500 0.25% CaGP, 500 2% CaGP and

positive control

Analysis
Groups
SH SH;, %SH AKHN
Placebo 371.4 £8.4° 74.3 £22.7° -78.7 £6.3°  14339.4 £1969.9°
500 pg F/g 367.5 £10.5°  180.8 £40.7°  -50.9 £10.7° 8494.2 £1435.3°

500 0.25% CaGP 373.0 +£8.8° 264.4 £21.5° -33.8 £5.1°¢ 4730.0 £1289.7¢
500 2% CaGP 366.2 £10.8° 108.4 +£49.5° -70.5 £12.99 12578.1 +2048.3°

Positive control 373.4 +£8.8° 223.3 £16.9° -40.2 £4.4° 5723.3 +£832.1°

Means followed by distinct letters are significantly different according to each analysis. ANOVA: SH (p=0.244).
Kruskal-Wallis: SH; (p<0.001), %SH (p<0.001) and AKHN (p<0.001).

Table 2. Results (mean % sd, n=12) of the fluoride, calcium and phosphorus
concentration in enamel according to experimental groups: placebo, 500
ug F/g, 500 0.25% CaGP, 500 2% CaGP and positive control

Analysis (ug/mm?)

Groups

Fluoride Calcium Phosphorus
Placebo 0.10 +0.03° 944.9 £139.3° 136.5 +34.9°
500 ug F/g 1.39 £0.53° 920.6 +149.6° 148.8 £62.1°
500 0.25% CaGP 1.36 +0.18° 1064.2 +£104.5° 141.1 £49.92
500 2% CaGP 0.68 +£0.39° 1201.4 £149.2° 132.9 +43.5°
Positive control 1.76 +0.39¢ 1055.2 £193.2° 144.1 +£36.2°

Means followed by distinct letters are significantly different according to each analysis. Kruskal-Wallis:
Fluoride (p<0.001), Calcium (p=0.001) and Phosphorus (p=0.788).
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3.- Avaliacdo de dentifricio com baixa concentracao de fluoreto suplementado

com Glicerofosfato de Calcio na remineralizacéo de lesdes de carie insitu . *

Palavra- chave: Remineralizacdo dentaria. Esmalte dentario. Dentifricios. Fluoretos.

Calcio. Dureza.

3.1 Resumo

A reducdo da concentracdo de fluoreto (F) nos dentifricios é considerada uma
alternativa para evitar a fluorose dentaria, contudo a acédo anticariogénica
apresentada pelos dentifricios comerciais (1100 pg F/g) deve ser mantida. A
associacdo de fluoreto (500 pg/g) e 0,25% de glicerofosfato de calcio (CaGP)
mostrou eficacia semelhante a um dentifricio 1100 pug F/g em estudo in vitro. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar a efetividade de dentifricios com baixa
concentracdo de F (NaF ou MFP) suplementado com 0,25% de CaGP na
remineralizacao in situ do esmalte desmineralizado artificialmente. Voluntarios (n=9)
utilizaram  dispositivos palatinos contendo blocos de esmalte bovino
desmineralizados (n=4) que foram submetidos a 5 regimes de tratamento por 3 dias,
de acordo com os dentifricios experimentais: placebo, 500 ug F/g (NaF), 500 ug F/g
(NaF) e 0,25% de CaGP, 500 upg F/g (MFP) e 0,25% de CaGP além de um
dentifricio controle positivo (1100 pug F/g). Os dentifricios com 500 pg F/g (NaF ou
MFP) suplementados com 0,25% de CaGP mostraram semelhante recuperacao
mineral quando comparado ao controle positivo (ANOVA; p<0,05). O dentifricio 500
ug F/g (NaF) e CaGP apresentou concentracdes de F (Kruskal-Wallis; p>0,05), Ca e
P (ANOVA; p>0,05) semelhantes ao controle positivo. Concluiu-se que o0s
dentifricios com 0,25% de CaGP e 500 pg F/g (NaF ou MFP) apresentaram a

mesma eficacia do controle positivo (1100 ug F/g).

* Capitulo escrito de acordo com as instru¢cfes aos autores do periddico Caries
Research (Anexo B)
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3.2 Introdugao

O uso de produtos fluoretados tem sido apontado como o principal
responsavel pelo declinio na prevaléncia da carie dentaria em diversos paises [Rolla
e Saxegaard, 1990; Narvai, 2000; Cury et al., 2004; Stookey et al., 2004]. Entretanto,
criancas que tiveram acesso a dentifricios fluoretados nos primeiros dois anos de
vida e vivem em areas com agua nao fluoretada, apresentam fluorose dentaria
[Lalumandier, 1990] com taxas 11 vezes maiores do que aquelas com acesso apdos
esta idade, mostrando que a fluorose dentaria estd associada ao uso de dentifricios
em crianc¢as de pouca idade em 70% dos casos, independente da presenca de F na
agua [Osuiji et al., 1988].

Existem relatos afirmando que em média 57% do dentifricio colocado na
escova € ingerido por criancas menores de 6 anos, ocorrendo uma variagdo de 17 a
98% [Ericson e Frosman, 1969; Lima e Cury, 2001]. Frente ao problema observado,
varias recomendacoes foram propostas para diminuir a incidéncia de fluorose, tais
como a escovacao supervisionada, uso de quantidades reduzidas de dentifricio e a
reducdo do tamanho do orificio das embalagens comerciais [Horowitz, 1992;
Hamilton, 2001; Lima e Cury, 2001;]. A reducdo da concentracdo de F dos
dentifricios € uma das alternativas plausiveis, porém alguns estudos mostraram que
dentifricios contendo 250 ug F/g sdo menos efetivos na prevencao da carie dentaria
do que aqueles contendo 1000 pg F/g [Koch et al., 1982; Mitropoulos et al., 1984].

Segundo Schemehorn e colaboradores [1999b], o processo de
remineralizacdo depende primariamente da presenca de ions Ca e P na saliva e &
intensificado na presenca do F, o que explica o maior potencial remineralizador
apresentado pelos dentifricios suplementados. A capacidade de diminuir a
desmineralizacdo e intensificar a remineralizagdo é uma caracteristica importante de
um dentifricio quando se trata de populacdes com alto indice de carie, pois a
prevencado da formacdo de lesbes cariosas bem como a reducéo da progressao de
lesBes ja existentes torna-se intensificada.

Os fosfatos de Ca agem fornecendo ions Ca e P [Whitford et al.,, 2002]
interagindo diretamente com o esmalte, reduzindo sua solubilidade [Grenby e Bull,
1980]. Estudos in situ com carbonato de calcio associado ao MFP mostraram uma

diminuicdo na desmineralizagdo e um aumento na remineralizagdo do esmalte
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guando comparado a um dentifricio com silica como abrasivo de mesma
concentracédo de F [Cury et al., 2003, 2005]. Outros estudos avaliaram a adi¢cdo do
glicerofosfato de Ca aos dentifricios associados ao MFP e mostraram um efeito anti-
cariogénico [Naylor e Glass, 1979; Mainwaring e Naylor, 1983].

Embora muitos trabalhos comprovem aumento da acdo anticariogénica de
dentifricios suplementados com Ca e P, a maioria utilizou concentragfes altas de F
(1100 pg/g). Zaze et al. [2008], em estudo in vitro, analisaram dentifricios
experimentais com baixa concentracdo de fluoreto (500 pg/g) associados ao
glicerofosfato de célcio (CaGP) em diferentes concentragées. Observaram uma
menor perda mineral com 0,25% de CaGP apresentando diferenca estatistica
quando comparado ao dentifricio Crest® (1100 ug F/g). Este dentifricio foi testado
em estudo in situ de desmineralizagédo [Delbem, 2008], confirmando os resultados do
trabalho in vitro [Zaze et al., 2008]. Entretanto, seria interessante testar esta
formulagéo, verificando se € capaz de ativar o processo de remineralizagédo de leséo
de carie.

Uma formulacdo com concentracdo baixa de fluoreto, que promova uma
eficacia semelhante ou superior a de um dentifricio padrédo ou comercial (1100 ug
F/g) mantendo a estabilidade de fluoreto, céalcio e fosfato no dentifricio, pode ser
interessante na reducao da ingestao de fluor, principalmente em criancas. Com isto,
promoveria a reducdo do risco de intoxicacdo cronica pelo flaor, beneficiando
criangcas de menor idade. Tal férmula também pode ser indicada para adultos,
ampliando sua a¢cado com grande impacto em saude publica (uso familiar).

A proposta do presente estudo foi avaliar o efeito de dois dentifricios
experimentais com diferentes fontes de flior (NaF e MFP) e baixa concentracéo (500
Hg F/g) suplementados com 0,25% de glicerofosfato de calcio (CaGP) em ativar o

processo de remineralizacdo de lesdo de carie em um modelo in situ.

3.3 Material e Método

3.3.1 Delineamento experimental

O estudo foi do tipo cruzado duplo cego com cinco periodos experimentais
para determinar a capacidade remineralizadora de dentifricios fluoretados utilizando
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um modelo in situ. Blocos de esmalte bovino (4x4 mm) foram sequencialmente
polidos com lixas de carboreto de silica (granulagdo: 600, 800 e 1200; Buehler,
Alemanha) e feltro de polimento (Buehler, Alemanha) com solucdo diamantada (1y,
Extec, USA), sendo selecionados blocos (n=410) com dureza de superficie (SHi)
entre 353,0 a 375,0 KHN. Apds serem submetidos & desmineralizacdo e andlise de
dureza (SHd), os blocos (n=4) foram fixados em dispositivos palatinos que foram
utilizados por voluntarios (n=9) adultos jovens (18 a 35 anos) com boa saude geral e
bucal. Os voluntéarios foram orientados a utilizar o dentifricio placebo por 7 dias e em
seguida os dentifricios experimentais durante 3 dias com intervalos de 7 dias entre
eles, quando fizeram uso do dentifricio placebo [Oliveira, 2009]. Os dentifricios
experimentais placebo, 500 pg F/g (NaF), 500 pg F/g (NaF) e 0,25% de GPCa, 500
ug F/g (MFP) e 0,25% de GPCa e um dentifricio comercial como controle positivo
(1100 pg F/g) foram utilizados 3 vezes ao dia. Decorrido o tempo experimental foram
realizadas as analises de dureza de superficie (SHf), para o calculo da porcentagem
de recuperacao de dureza de superficie (%SH), dureza em seccéao longitudinal, para
o calculo da perda integrada da dureza de subsuperficie (AKHN) e concentracdes de
F, Ca e P presentes no esmalte dentario (ug/mm?). Os resultados foram analisados
estatisticamente considerando como fator de variacéo os dentifricios e, as variaveis,

a SHi, SHd, SHf, %SH, AKHN e concentracéo de F, Ca e P presentes no esmalte.
3.3.2 Selec¢do dos voluntarios

Para este estudo, apds aprovacédo do Comité de Etica em Pesquisa (Processo
FOA n. 2835/08), foram selecionados 17 adultos jovens, sem distingdo ao género,
residentes em &rea com agua de abastecimento fluoretada, que apresentaram bom
estado de saude geral e bucal [Kielbassa et al., 2003; Delbem et al., 2005; Tenuta et
al., 2005]. Nao fizeram parte da amostra os fumantes, portadores de lesbes de carie
ativa, aqueles que receberam aplicacdes de fluoreto pelo menos até 2 semanas
antes do experimento, 0s que utilizaram nos ultimos 2 meses ou ainda utilizam
medicamentos, tais como: antidepressivos, narcéticos, diuréticos e anti-histaminicos,
os que sofreram irradiacdo, aqueles que tenham atividades aquaticas (o cloro
presente nas piscinas leva o individuo a ter contato com ambiente de baixo pH), os
gue trabalham em ambientes poluidos por compostos de baixo pH (industrias) e os
que possuem doencas sistémicas (xerostomia, diabetes tipo 1, doencas auto-
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imunes, ma nutricdo, problemas gastresofagicos e disturbios de regurgitacdo e
vomito). Os critérios de exclusdo durante o experimento foram: desisténcia
voluntaria; alteracdo do quadro de saude com consequente alteracéo do fluxo salivar
ou necessidade de uso de antibidticos; uso de bochechos orais ou dentifricios
fluoretados; ndo cumprimento do desenho experimental e voluntario que apresentou
capacidade remineralizadora similar entre o dentifricio placebo e o controle positivo
(1100 pg F/g). Os voluntarios deveriam apresentar potencial de remineralizacdo ao
redor de 10 a 20% quando submetidos a 3 dias de remineralizagao in situ, utilizando
dentifricio placebo. De acordo com estes parametros, os dados referentes a 9

voluntérios fizeram parte das analises.
3.3.3 Formulacédo e Dosagem de F dos Dentifricios Experimentais

As formulacbes dos dentifricios experimentais contém o0s seguintes
componentes: didxido de titanio, carboximetilcelulose, metil-p-hidroxibenzoato de
sbédio, aroma, sacarinato de sodio, 6leo de menta, glicerina, silica hidratada, lauril
sulfato de sodio e agua. O F foi acrescido as formulacbes para se obter uma
concentracéo final de 500 pg F/g (na forma de NaF, Merck, Alemanha e MFP,
Sigma-Aldrich, USA) e o composto organico (glicerofosfato de célcio, Sigma-Aldrich,
USA) contendo Ca e P, na concentracdo de 0,25%. Foi utilizado também dentifricio
sem adicdo de F (Placebo) e um dentifricio de mercado (Controle positivo, Crest®,
1100 pg F/g), para fins de comparacéo.

Para a dosagem de F utilizou-se um eletrodo especifico combinado para ion F
(9609 BN — Orion) acoplado ao analisador de ions (Orion 720 A+), previamente
calibrado com 5 padrbes. Pesou-se 100-110 mg de cada dentifricio que foram
suspensos em agua deionizada num volume final de 10,0 mL, em tubo de
polipropileno graduado para centrifuga. Apés homogeneizacao, aliquotas de 0,25
mL foram separadas para a dosagem do F (FT); a essas aliquotas acrescentou-se
0,25 mL de HCI 2 mol L™. Estas solu¢cdes permaneceram sob agitacdo durante 1h a
45°C, e em seguida foi adicionado 0,5 mL de NaOH mol L. Para dosagem de FT
adicionou-se 1 mL de TISAB Il (Tampé&o ajustador de forca iGnica). Para a dosagem
de F i6nico (Fl), a suspensédo de dentifricio foi submetida a centrifugacdo a 906g
durante 20 minutos. Pipetou-se 0,25 mL do sobrenadante ao qual foram
acrescentados 0,25 mL de HCI 2 mol L™, 0,5 mL de NaOH mol L™ e 1 mL de TISAB
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Il para a dosagem de Fl. Para a dosagem de flGor solavel total (FST) pipetou-se 0,25
mL do sobrenadante em tubo de ensaio plastico ao qual adicionou-se 0,25 mL de
HCI 2M. ApdGs agitacdo por uma hora a 45° C, foram adicionados ao tubo 0,5 mL de
NaOH mol L-1 e 1 mL de TISAB Il para a dosagem de FST. Foram realizadas seis
repeticdes e o célculo final de fldor, no dentifricio, foi obtido pela férmula: pg F
calculado x (diluicdo)/peso. Para o célculo do fluor ionizavel (MFP) partiu-se da
dosagem do FST e subtraiu-se o valor encontrado de FI (MFP= FST - FI). No calculo
do fldor insoluvel (Fins.), partiu-se da dosagem do FT e subtraiu-se o valor
encontrado de FST (Fins.= FT - FST). [Delbem et al., 2002].

3.3.4 Inducao da leséo artificial de carie

Os blocos de esmalte bovino foram isolados completamente com uma fina
camada de esmalte de unha com excecdo da superficie externa de esmalte (16
mm?). Lesdes artificiais de carie de subsuperficie [Spiguel et al., 2009] foram
produzidas, apds SHi, utilizando modelo modificado a partir de Queiroz et al. [2008].
Os blocos foram imersos em solugdo contendo 1,3 mmol/L Ca, 0,78 mmol/L P em
tampdo acetato 0,05 mol/L, em pH 5,0; 0,03-0,04 pg F/mL (2 mL/mm?), por um
periodo de 16 horas, a uma temperatura de 37°C [Spiguel et al., 2009]. A seguir,
realizou-se andlise de dureza de superficie pos-desmineralizacdo (SHd) sendo

selecionados os blocos com dureza entre 59,0 e 92,0 KHN.
3.3.5 Protocolo do estudo “in situ” e instrucdo aos voluntarios

Cada voluntario selecionado foi submetido a uma moldagem do arco superior
com alginato para confec¢cdo do modelo de gesso pedra e do dispositivo palatino em
resina acrilica [Delbem et al., 2005]. Foram fixados nos dispositivos palatinos, quatro
blocos de esmalte desmineralizado (dois de cada lado) os quais ficaram na mesma
altura da resina. Houve cinco periodos experimentais, de acordo com 0S grupos
determinados pelos dentifricios: placebo, 500 pg F/g (NaF), 500 pg F/g (NaF) +
0,25% de CaGP (500 NaF CaGP), 500 ug F/g (MFP) + 0,25% de CaGP (500 MFP
CaGP) e um dentifricio comercial utilizado como controle positivo (Crest® — 1100 pg
F/g). O voluntério realizou 3 escovacdes diarias com o dispositivo em posic¢édo, o qual

deveria somente ser removido durante as refei¢cdes, durante 3 dias [Oliveira, 2009].
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Terminado este periodo, o voluntario fez uso de dentifricio sem fluoreto durante 7
dias para, a seguir, receber um novo dispositivo, contendo mais 4 blocos, para uma
nova fase experimental. Os mesmos procedimentos foram realizados para todos o0s

dentifricios.
3.3.6 Avaliacdo da microdureza de superficie

Determinou-se a dureza de superficie nos blocos de esmalte utilizando o
microdurbmetro Shimadzu Micro Hardness Tester HMV-2000 (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japan), com penetrador tipo Knoop, carga estética de 25 gramas
e tempo de 10 segundos, acoplado ao Software para analise de imagem CAMS-WIN
(NewAge Industries, USA). Realizou-se analises antes (SHi), pds-desmineralizacdo
(SHd) e apos experimento in situ (SHf). Foram realizadas 5 impressoes iniciais (SHi)
equidistantes 100 um entre si no centro dos blocos de esmalte e, as demais (SHd e
SHf) a 100 um das iniciais, para o calculo da porcentagem de recuperacdo de
dureza de superficie (%SHr) de acordo com a seguinte formula: %SH=((SHf —
SHd)/(SHi — SHd))x100.

Para a andlise de dureza em secc¢ao longitudinal, os blocos foram seccionados
na regido central, embutidos em resina acrilica incolor com a face cortada exposta e
em seguida o conjunto foi polido gradualmente. Foram realizadas trés sequéncias de
oito impressfes distantes 10, 30, 50, 70, 90, 110, 220 e 330 um da superficie
externa do esmalte, sendo uma na regiao central do bloco e, outras duas, 100 um
distantes da inicial, com carga de 25 g durante 10s. Os valores médios dos trés
pontos medidos foram calculados em cada distancia. A area integrada da
microdureza (KHN x pm) da lesdo até o esmalte higido foi calculada utilizando a
regra trapezoidal (GraphPad Prism, versdo 3.02) e subtraida da area integrada da
dureza do esmalte higido obtendo a perda integrada da dureza de subsuperficie
(AKHN) [Takeshita et al., 2009].

3.3.7 Determinacao de F, Ca e P no esmalte
Na quarta parte de cada bloco removeu-se uma camada de esmalte (53,5

13,7 um) baseado no trabalho de Weatherell et al. [1985]. Os blocos (2x2 mm) foram

fixados com cola adesiva em mandril para peca reta e desgastados utilizando uma
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base de microscépio modificada, onde se encontra um mandmetro acoplado
(Pantec, Sao Paulo, Brazil), e disco de lixa auto-adesiva (13 mm de diametro) de
granulacao 400 (silicon-carbide, Buelher, USA) em frascos de poliestireno cristal (J-
10, Injeplast, Brasil). Acrescentou-se 0,8 mL de HCI 0,5 mol L™, no interior dos
frascos, os quais foram mantidos sob agitagcdo constante por 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se 0,8 mL de NaOH 0,5 mol L™ [Alves et al., 2007; Takeshita et
al., 2009]. Os resultados foram expressos em pg/mm?.

Para analise de F utilizou-se eletrodo especifico Orion 9409BN (Thermo
Scientific, Beverly, MA, USA) e microeletrodo de referéncia (Analyser, S&o Paulo,
Brasil) acoplados a um analisador de ions (Orion 720A+, Thermo Scientific, Beverly,
MA, USA). O eletrodo foi previamente calibrado com padrbes contendo 0,040 a
0,640 pg F/mL, nas mesmas condicoes das amostras. Dispensou-se sobre o
microeletrodo de referéncia uma aliquota de 40 pL da solucdo da biopsia e
acrescentou-se o0 mesmo volume de TISAB Il (“tampéao ajustador de forca ionica”).
As leituras foram realizadas em duplicata.

O calcio foi dosado por espectrofotometria, por meio da adaptacdo do método
descrito por Vogel et al. [1983]. Para calibracéo, utilizou-se padrbes contendo 40 a
200 pg Ca/mL. Foi utilizada uma aliquota de 3 pL, em duplicata, tanto para os
padrées como para as amostras. O fosforo foi dosado utilizando uma aliquota de 0,1
mL através do método colorimétrico descrito por Fiske e Subbarow [1925], também

em duplicata.
3.3.8 Analise estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente considerando como fator de
variacdo os dentifricios, e como variaveis, a SHi, SHd, SHf, %SHr, AKHN e
concentracdo de F, Ca e P presentes no esmalte. Os dados obtidos foram
submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e homogeneidade
(Cochran tests) das variaveis. Os dados de SHd, %SHr, Ca e P mostraram-se
homogéneos e em seguida foi realizada analise de variancia (One-way) bem como o
teste de Tukey. Os dados de SHi, SHf, e F mostraram-se heterogéneos e foram
analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Miller. As andlises
foram realizadas no programa GMC versao 2002 [Campos, 2003], estabelecendo-se

o nivel de significancia em 5%.
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3.4- Resultados

Os resultados da dosagem de fluoreto total, ibnico e solavel total, dos
dentifricios utilizados no estudo para os grupos placebo, 500 ug F/g, 500 NaF CaGP,
500 MFP CaGP e controle positivo foram, respectivamente: 8,8 +1,0, 8,7 t0,5e 7,4
+1,2; 520,3 £11,0, 518,1 +1,6 e 519,7 +8,5; 545,6 +52,0, 500,4 +18,2 e 513,2 +56,8;
546,4 £7,0, 494,7 +6,6 e 141,7 +7,2; 1033,6 £16,2, 1062,2 +6,3 e 1069,1 +3,2.

A Tabela 1 mostra os resultados SHi, SHd, SHf, %SHr e AKHN de acordo
com os dentifricios experimentais. Nao houve diferenca entre 0s grupos
experimentais para os resultados de SHi (p>0,05), bem como nos valores médios de
SHd (p>0,05). Os dados de SHf mostraram diferenca entre os grupos, sendo que o
dentifricio 500 NaF CaGP apresentou maior valor de SHf quando comparado aos
demais grupos (p<0,05). Os dentifricios 500 NaF CaGP e 500 MFP CaGP
apresentaram resultados de %SHr semelhantes ao controle positivo (p>0,05), porém
diferiram entre si (p<0,05). Os dentifricios fluoretados apresentaram menor perda
integrada da dureza de subsuperficie (AKHN) quando comparado ao placebo
(p<0,05). O grupo 500 MFP CaGP promoveu valores de AKHN semelhantes ao
controle positivo (p>0,05).

A tabela 2 mostra a concentracdo de F, Ca e P presente no esmalte apds
experimento in situ sob tratamento dos dentifricios experimentais. Os dentifricios
fluoretados promoveram maior incorporagdo de F quando comparados ao placebo
(p<0,05). O dentifricio 500 NaF CaGP apresentou valores semelhantes ao controle
positivo (p>0,05) e diferentes dos demais dentifricios fluoretados (p<0,05). Houve
semelhanca estatistica entre os dentifricios 500 ug F/g e 500 MFP CaGP na
incorporacao de fluoreto (Tabela 2). Quanto ao Ca presente no esmalte, 0s grupos
placebo, 500 ug F/g e 500 MFP CaGP mostraram valores semelhantes (p>0,05). O
dentifricio controle positivo apresentou os maiores valores de Ca presente no
esmalte (p<0,05) e foi semelhante ao grupo 500 NaF CaGP (p>0,05). Os grupos 500
Hg F/g, 500 MFP CaGP e 500 NaF CaGP apresentaram similar incorporacéo de P
no esmalte (p>0,05). Os maiores valores foram observados com o grupo controle

positivo (p<0.05) que foi semelhante ao grupo 500 NaF CaGP (p>0,05).
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3.5 Discussao

Com objetivo de melhorar a relacéo risco-beneficio existente entre a fluorose
dentaria e a agéo anticarie dos dentifricios fluoretados, este estudo verificou se o
acréscimo de um fosfato organico, glicerofosfato de calcio, em dentifricios com
concentracdo de F reduzida poderia manter a eficacia de um produto comercial
considerado “padrédo ouro”. Para isto utilizou-se um modelo de remineralizagao in
situ que contemplasse dois critérios: ser capaz de produzir remineralizacdo de
lesbes artificiais de carie de subsuperficie e que esta recuperacdo mineral fosse
entre 10 a 20% quando submetidos ao tratamento com dentifricio placebo. Entre os
17 voluntarios selecionados previamente, 8 apresentaram ampla capacidade
remineralizadora, as vezes semelhante ao dentifricio com 1100 pug F/g (dados néo
publicados). Com objetivo de minimizar a variabilidade entre os voluntarios e verificar
a eficacia dos dentifricios em um meio bucal com pouca capacidade
remineralizadora, apenas 9 voluntarios foram incluidos no estudo.

A adicdo de 0,25% de glicerofosfato de célcio (CaGP) aos dentifricios com 500
ug F/g (NaF e MFP) promoveu uma recuperacdo mineral semelhante ao dentifricio
com 1100 pg F/g (Tabela 1). Este acréscimo aumentou a capacidade
remineralizadora do dentifricio de 500 ug F/g em 27% quando a fonte de fluoreto foi
o NaF e em 14% com o MFP, quando se analisa os resultados de SHf (Tabela 1). O
aumento da concentracdo de fluoreto de 500 para 1100 pg F/g produziu um
incremento de 16% na recuperacao mineral. De acordo com a faixa de equivaléncia
para estudos intra-orais [Proskin et al., 1992] que varia entre 0,90 a 1,10 (razédo entre
dentifricio teste e controle positivo), os dentifricios com 500 pg F/g suplementados
com CaGP demonstraram ser equivalentes ao controle positivo. Utilizando os
valores médios de SHf, o dentifricio 500 NaF CaGP apresenta um valor de 1,09 e, 0
500 MFP CaGP, 0,98. Com os dados de AKHN os valores s&o: 0,77 e 0,95,
respectivamente. Valores menores do que 0,90 demonstram superioridade em
relacdo ao dentifricio controle positivo (American Dental Association, 1999, 2005).
Estes dados mostram que em situacfes de alta atividade de carie [Lima et al., 2008]
a capacidade de remineralizacdo ser4d mantida mesmo com a reducdo da

concentracéo de fluoreto (500 pg F/g).
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A superioridade do dentifricio 500 NaF CaGP em reduzir a area da lesdo de
carie de subsuperficie (AKHN) em relacéo ao controle positivo (1100 ug F/g) se deve
a sua capacidade de produzir uma supersaturacdo de Ca e P no meio [Delbem,
2008] pela hidrélise do CaGP [Imai e Hayashi, 1993; Viloria et al., 2000]. O aumento,
principalmente de Ca, leva a uma maior retencéo de fluoreto no fluido do biofilme
[Whitford et al., 2002; Vogel et al., 1990], que esta relacionada a saturacdo no
mineral do esmalte [Vogel et al.,, 1990; Schemehorn et al., 1999a, 1999b]. Os
resultados apresentados na tabela 2 confirmam esta afirmacao, pois o dentifricio 500
NaF CaGP promoveu incorporacdo 36% maior de fluoreto ao esmalte quando
comparado ao grupo 500 ug F/g (p<0,05) e similar ao dentifricio com 1100 ug F/g
(p>0,05). J& uma maior disponibilidade de fluoreto pelo grupo controle positivo
promoveu um aumento de Ca e P presente no esmalte (Tabela 2) e consequente
reducado da leséo de carie (Tabela 1).

Entretanto, o grupo 500 MFP CaGP apresentou concentracdes de F, Ca e P
semelhantes ao dentifricio 500 ug F/g (p>0,05) e menor em relagdo ao controle
positivo (Tabela 2). Porém, apresentou capacidade remineralizadora equivalente ao
dentifricio 1100 pug F/g. Provavelmente, a menor disponibilidade de fluoreto advindo
do MFP [Petzold, 2001] ndo permitiu uma incorporacado de fluoreto e calcio no
esmalte em grandes propor¢cdes. O MFP, quando aplicado ao esmalte, fica
adsorvido a superficie por um longo periodo, e por meio da hidrélise, libera o fluoreto
lentamente [van DijK et al., 1979]. Isto deve favorecer a deposicdo de fluoreto de
célcio (CaF;) em quantidade suficiente [Ogaard, 2001] para produzir uma
remineralizacdo equivalente ao controle positivo. Entretanto, ndo é suficiente para
aumentar a incorporacéo de fluoreto e calcio no esmalte (Tabela 2).

Em um estudo in vitro, observou-se uma menor perda mineral com a
utilizacao de dentifricio com 500 pg/Fg (NaF) associado a 0,25% de GPCa [Zaze et
al., 2008] resultado confirmado em posterior estudo in situ de desmineralizac&o
[Delbem, 2008]. Com base nestes dois estudos e nos resultados do presente
trabalho, podemos afirmar que esta modalidade de dentifricio € capaz de diminuir a
desmineralizacéo e potencializar a remineralizacdo do esmalte dentario.

Conclui-se que os dentifricios com baixa concentracdo de F (500 pg/g)
suplementados com 0,25% CaGP, independente da fonte de Fluor (NaF ou MFP),
apresentaram eficacia anticarie equivalente ao controle positivo (1100 pug F/g) na

remineralizacdo de lesdo de carie em modelo in situ, 0 que pode sugerir uma
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melhora da relacdo risco-beneficio existente entre a fluorose dentaria e a acéo
anticarie dos dentifricios fluoretados comerciais, porém verifica-se a necessidade da

realizacdo de estudos clinicos para a confirmacéo destes resultados.
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Tabela 1. Valores médios (x dp, n=9) das durezas de superficie (SH, SHd e SHf),
porcentagem de recuperacdo de dureza de superficie (%SHr) e perda

integrada da dureza de subsuperficie (AKHN) de acordo com 0s grupos

Andlise — Dureza

Grupos i
SHi SHd SHf %SHr AKHN
Placebo 363,2 46,4 759+6,5%  127,5+7,2° 18,2+3,8%  7843,2+864,5"
500 pg F/g 360,7 +4,3*° 76,2+6,5° 158,2+10,6° 28,9+25"  6465,1 +613,1"

500 MFP CaGP 368,3+7,6° 757+8,6% 179,9+14,9° 364+51°  4846,0+776,6°
500 NaF CaGP 361,7 #54% 76,3464  200,8 +20,3" 42,8 4+56° 3932,3 +866,1°

Controle positive 364,3+5,4% 74,5+12,0° 183,3+21,3° 39,7+4,3°°  5090,0 +619,1°

Letras distintas mostram diferenca significante em cada analise (Kruskal-Wallis: SHi — p=0,114 and
SHf — p<0,001; ANOVA (One-way): %SH — p<0,001, SHd — p=0,115, AKHN — p<0,001).

Tabela 2. Valores médios (+ dp, n=9) das concentra¢cdes de fluoreto (F), calcio (Ca)
e fosforo (P) presentes no esmalte apos experimento in situ de acordo

com 0S grupos

Analise do esmalte — microabrasao

Grupos

F, pg/mm® Ca, mg/mm?® P, mg/mm?®
Placebo 0,360 +0,073% 0,593 +0,079° 0,071 +0,020°
500 pg Fig 0,521 +0,104" 0,661 +0,083" 0,091 +0,0182"
500 MFP CaGP 0,504 +0,087° 0,645 +0,135° 0,105 #0,016°
500 NaF CaGP 0,707 +0,067° 0,753 0,065"¢ 0,134 +0,022°°
Controle positivo 0,859 +0,182° 0,804 +0,078° 0,137 +0,029°

Letras distintas mostram diferenca significante em cada analise (Kruskal-Wallis: F - p<0,001;
ANOVA (One-way): Ca - p<0,001 e P - p<0,001).
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4. Acao do glicerofosfato de calcio sobre a hidrox iapatita (HA) durante

ciclagem de pH: analise pela espectrometria de infr  avermelho e bioquimica. *
4.1 Resumo

Estudos tém mostrado que fosfatos e calcio tém acdo na desmineralizacdo do
esmalte dentario principalmente quando associados ao fluoreto, porém o mecanismo
é incerto. O objetivo do presente trabalho foi analisar a acdo do glicerofosfado de
calcio (CaGP) sobre a hidroxiapatita (HA) preparada pelo método de precipitacéo
guando submetida a ciclagem de pH. O processo de ciclagem de pH foi repetido 3
vezes, a temperatura de 37° C e a maturacdo dos precipitados foi realizada durante
24 horas na mesma temperatura. O precipitado foi seco a 70° C por 24 h, triturado
em um po fino (53 um) e caracterizado pela Espectroscopia no Infravermelho
Transformada de Fourier (FTIR) e andlise de fluoreto, calcio e fésforo. Estrutura
molecular e relacdo molar Ca/P mostram HA mais estavel e menos sollvel nos
grupos 1100 pg F/g e 500 pg F/g e CaGP 0,25%, bem como maior formagéo de

fluoreto de célcio.

* Capitulo escrito de acordo com as instrucfes aos autores do periédico Journal of
Materials Science: Materials in Medicine (Anexo O)
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4.2 Introducéo

Tecidos calcificados como 0 0sso e 0 esmalte sdo considerados biolégica e
quimicamente uma combinacdo de hidroxiapatita (HA), nano cristais de
Cas(P0O4)3(OH) e colageno tipo | [1].

Os fosfatos de calcio sintéticos e naturais sdo amplamente empregados na
medicina e na odontologia para a reparacéo de perdas de tecidos 6sseos devido a
sua alta compatibilidade. Dentre estes fosfatos, a hidroxiapatita (Caig(PO4)s(OH). —
HA) possui grande importancia, pois € o0 que apresenta maior estabilidade
termodinamica proxima da temperatura ambiente [2]. Um grande namero de técnicas
estd sendo desenvolvido para a sintese do p6é de HA devido as crescentes
aplicacoes [3]. Um dos métodos mais utilizados € a técnica da precipitacdo, que
envolve reacdes via Umida entre precursores de célcio e fosforo com controle de
temperatura e pH da solucao.

A cérie dentéria é, ao nivel de estrutura dura, a simples dissolu¢do do esmalte
dentario na saliva. O componente estrutural inorganico do esmalte, o qual constitui
95 por cento de seu peso, € predominantemente hidroxiapatita. Portanto, manter
este componente na estrutura dental, diminuindo sua dissolucdo, seria uma das
formas eficazes de diminuir a cérie dentaria. O uso de produtos fluoretados tem sido
apontado como o principal responsavel pelo declinio na prevaléncia da carie [4,5]
bem como do aumento na incidéncia da fluorose [6,7]. Portanto torna-se necessario
o desenvolvimento de novas diretrizes para a promocdo da saude bucal e o reparo
das les@es cariosas, sem causar danos adicionais aos individuos.

Alguns trabalhos tém demonstrado que sais de fosfato tem acao
anticariogénica. A suplementacdo com sais de fosfato teve inicio através da adicéo
em dietas e gomas de mascar [8,9]. Dentre os varios sais de fosfato com atividade
anticariogénica [3,10-12], o Glicerofosfato de Calcio (CaGP) mostrou resultados
satisfatorios [13].

O modo de acdo do CaGP nao esta completamente definido, entretanto
acredita-se que exerca acdo direta sobre o esmalte dentario, pois 0 composto
apresenta acao protetora no processo des-remineralizagdo. Quando associado ao
fldor, ambos apresentam acéo mais potente do que quando verificados isoladamente
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[14]. Lynch e ten Cate [15] mostraram uma diminuicdo na desmineralizacdo do
esmalte principalmente quando o glicerofosfato de calcio (GPCa) foi aplicado antes
do desafio cariogénico, nas concentracdes de 0,10, 0,25 e 0,50%.

A adicdo de 0,25% de CaGP a dentifricios fluoretados de baixa concentragdo
de fluoreto (500 pg F/g) tem demonstrado acao anticariogénica semelhante a um
dentifricio padrdo de 1100 pg F/g [16]. Em estudo posterior, observa-se que esta
associacdo aumenta a incorporacdo de fluoreto presente no esmalte dentario,
apresentando resultados semelhantes ao dentifricio padrdo. Porém quando a
concentracdo de CaGP nos dentifricios é superior a 0,5%, nota-se uma reducao,
tanto na presenca de F incorporado como na dureza de superficie. A concentracao
de 0,25% CaGP associada a (500 pg F/g) apresentou o dobro de F incorporado ao
esmalte quando comparada a de 2% na mesma associacao *.

O desenvolvimento de dentifricios com baixa concentracdo de fluoreto tem
impacto direto na reducao da toxicidade cronica (fluorose dentaria), que causa uma
reducdo na mineralizacdo do esmalte/dentina de dentes permanentes durante sua
mineralizacao [6].

Como o mecanismo de acdo do CaGP adicionado ao dentifricio sobre o
esmalte dentario ainda ndo esta bem esclarecido, a analise do efeito do CaGP
sobre a HA seria importante para verificar as alteracdes que podem ocorrer na
combinacédo dos dois elementos e o efeito do CaGP sobre a deposicédo de fluoreto

de calcio e fluorapatita.

4.3 Objetivo

A proposicao do presente trabalho foi analisar a acdo do Glicerofosfato de
calcio (CaGP) sobre a hidroxiapatita (HA) preparada pelo método de precipitacao,
guando submetida a ciclagem de pH por meio da andlise de espectroscopia no
infravermelho transformada de Fourier (FTIR) e dosagem de fluoreto, calcio e fosforo

presentes na HA.

4.4 Material e Métodos

Sintese da hidroxiapatita
A sintese da hidroxiapatita foi realizada baseando-se nos estudos de Qu e

Wei [17] e Rintoul e colaboradores [18]. Para isto, solu¢cdes de nitrato de calcio

Zaze ACSF. Efeito da incorporacao de calcio e fosfato em dentifricios fluoretados na eficacia
anticéarie [tese]. Aracatuba: Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”.
Odontopediatria, 2009, cap. 1.
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[Ca(NO3),.H-0, Sigma-Aldrich Co., USA] 1 mol L™ (300 mL) e de fosfato de aménio
dibasico [(NH4).HPO,4, Sigma-Aldrich Co., USA] 0,3 mol L* (600 mL) foram
preparadas. O pH de ambas as solucbes foi ajustado entre 10-12 utilizando
hidréxido de amonio (29,5%). A solucao de fosfato de amonio dibésico foi adicionada
a solucéo de nitrato de célcio lentamente (2 a 5 mL/minuto), sob agitacdo constante
e a uma temperatura de 37° C, para facilitar a precipitacdo de HA bem cristalizadas.
A maturacdo dos precipitados foi realizada durante 7 dias a temperatura de 37° C,
mantendo o pH da solucdo ao redor de 10, em becker, para o crescimento dos
cristais e a formacado Unica de fase Hidroxiapatita. O precipitado foi separado por
filtrac&o utilizando funil de Buchner acoplado a um sistema de vacuo (-600 mm Hg),
lavado repetidamente com agua deionizada (250 mL/0,5 g de HA) e seco em estufa
por 24 horas a 70° C. Decorrida esta fase, o precipitado foi triturado utilizando um
almofariz de agata. Graos com 53 um de didmetro foram selecionados utilizando
peneiras granulométricas (HAsintética).

Ciclagem de pH e tratamento

Solugdes (100 mL) de Glicerofosfato de Calcio (C3H70sPCa, Sigma-Aldrich
Co., USA) nas concentracdes de 0,25% (CaGP 0,25%) e 2% (CaGP 2%) [16] foram
preparadas associadas ou néao ao fluoreto de sodio de 500 pg/mL (500 CaGP 0,25%
e 500 CaGP 2%), bem como 500 pg/mL do fluoreto de sddio isoladamente (500).
Uma solugcéo com 1100 pg F/g (NaF, Merck, Alemanha) foi utilizada como controle
positivo (1100). O po6 da hidroxiapatita (0,5 g) produzido foi suspenso nas solucdes
experimentais preparadas, em quintuplicata, durante 1 hora mantendo pH 7,0. Cinco
aliguotas de hidroxiapatita também foram suspensas em agua destilada/ deionizada,
sendo considerandas como controle negativo (HAdesm).

Apos este periodo, o pH das solucgdes foi reduzido lentamente até 4 utilizando
acido nitrico (HNOs, Merck, Alemanha) 1 mol L™. Decorrido 30 minutos, o pH de
cada solucgéo foi elevado para 7 adicionando-se hidréxido de sodio (NaOH, Merck,
Alemanha) 1 mol L. O processo de ciclagem de pH foi repetido 3 vezes, a
temperatura de 37° C [17,18]. A maturacao dos precipitados foi realizada durante 24
horas a temperatura de 37° C. Ap6s a ciclagem de pH, o precipitado foi filtrado
utilizando funil de Bluchner acoplado a um sistema de vacuo (-600 mm Hg) e lavado

subsequentemente cinco vezes com Aagua deionizada para eliminar residuos
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remanescentes de sodio na solugéo [19]. O precipitado foi seco em estufa por 24
horas a 70° C, triturado utilizando almofariz de agata e os grdos com 53 um de
diametro foram selecionados utilizando peneiras granulométricas, para analise de
espectroscopia no infravermelho transformada de Fourier (FTIR) e determinacéo de
fluoreto, célcio e fosfato nos pos de hidroxiapatita.

Espectroscopia no Infravermelho Transformada de Fourier (FTIR)

Amostras da hidroxiapatita obtida foram preparadas e acondicionadas em
porta amostra para a analise de FTIR. Os espectros das amostras foram obtidos por
meio de refletancia difusa, em um espectrofotdmetro Marca Nicolet, modelo Magna
760, modelo NEXUS 670, na regido espectral entre 4500 a 450 cm™, usando 128

varreduras e uma resolucéo de 2 cm™.
Andlise de Fluoreto , Calcio e Fésforo na Hidroxiapatita

Para analise do fluoreto de calcio (CaF,)- flior fracamente ligado, 5 mg de p6
de hidroxiapatita ciclado foram pesados em microtubos de polipropileno (microtubo
graduado 1,5 ml, Axygen, C.A, USA) e acrescentou-se 0,5 mL de KOH 1,0 mol L™
para extracdo do CaF,, seguindo o método de Caslavska et al. [20]. Apds 24 horas
de agitacdo (Mesa Agitadora Orbital, TE-141, Tecnal), a suspenséo foi centrifugada
a 2900 g por 20 minutos. Uma aliquota de 0,4 mL do sobrenadante foi neutralizada
com 0,4 mL de HCI 1,0 mol L™ e o fluoreto foi determinado.

Para dosagem de fluoreto utilizou-se o eletrodo especifico (Orion 9409) e
eletrodo de referéncia invertido (Orion 900100) acoplado a um analisador de ions
(Orion 720A™). O eletrodo foi previamente calibrado com padrdes contendo 0,045 a
0,720 pg F/mL, nas mesmas condi¢des das amostras. Foram pipetadas aliquotas de
40 pL da amostra, bem como o mesmo volume de TISAB Il (tampéo ajustador de
forga i0Gnica, pH 5,0); as leituras foram realizadas em duplicata.

Em seguida, o restante do sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado 3 vezes em agua destilada/deionizada e uma vez em metanol para a
mensuracao do flior fortemente ligado (FA), Ca e P. ApsOs evaporacdo do metanol,

0,5 mL de solucéo de HCI 1,0 mol L™ foi adicionada ao microtubo, agitado durante 1
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hora e, em seguida, adicionou-se 0,5 mL NaOH 1,0 mol L™. As concentracdes de F,
foram realizadas conforme descrito anteriormente.

A concentracdo de calcio foi analisada por método colorimétrico
(espectofotdmetro — HITACHI U-2000) por meio da adaptacdo do método descrito
por Vogel et al. [21]. Para calibragado, utilizou-se padrbes contendo 40 a 200 pg
Ca/mL. As amostras foram diluidas 20 vezes utilizando-se uma aliquota de 0,05 mL
acrescida de 0,95 mL de agua deionizada.Foi utilizada uma aliquota de 3 uL, em
duplicata, tanto para os padrdes como para as amostras. O fosforo foi dosado
utilizando uma aliquota de 0,1 mL através do método colorimétrico descrito por Fiske
e Subbarow [22].

Analise dos resultados

Os dados da espectrometria no infravermelho foram descritos em funcdo da
presenca e intensidade (%) das bandas de acordo com o0s grupos submetidos a
ciclagem de pH em relacdo a hidroxiapatita sem tratamento (HAdesm). Os
resultados da concentracdo (mg/g) de fluoreto (CaF, e FA), célcio e fésforo na
hidroxiapatita foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade,
Kolmogorov-Smirnov e Cochran, respectivamente. Os dados de calcio apresentaram
distribuicdo normal e homogénea e foram submetidos a analise de variancia seguida
pelo teste de Tukey. Os resultados de fluoreto e fosforo foram submetidos a anélise
paramétrica, como descrita anteriormente, apds transformacéo logaritmica. A analise
estatistica foi realizada utilizando o programa GMC versao 2003 [23] com limite de

significancia de 5%.
4.5 Resultados

As bandas caracteristicas da hidroxiapatita (HA) correspondente aos grupos
funcionais dos fosfatos (PO,%), hidroxilas (OH) e H,O foram observadas
confirmando a obtencédo da fase. O grupo fosfato apresentou 2 bandas: uma nas
regides de 1086-1090 (estiramento simétrico—v;) e 1173-1188 cm™ (estiramento

assimeétrico—v3) e outra nas regides de 582-598 (vibracdo angular-v,), e 623-631 cm’
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! (vibragdo angular—v,). As bandas da hidroxila foram observadas nas regides de
631-644 e 3570-3572 cm™ [19,25-27]. (Figura 1)

O tratamento com fluoreto (500 e 1100) produziu um aumento nas bandas de
fosfatos com maior intensidade para as amostras do grupo de 1100 (Tabela 1). O
uso do CaGP promoveu uma reducdo das bandas de fosfatos em relacdo a
hidroxiapatita sem tratamento, sendo mais acentuado para o grupo com CaGP 2%
(Tabela 1). Quando o fluoreto (500) foi associado ao CaGP 0,25% ocorreu um
aumento na intensidade destas bandas e, quando misturado ao CaGP 2%, uma
reducdo (Tabela 1). A banda da hidroxila na regido de 3570-3572 cm™ esteve
ausente nos grupos com CaGP, independente da presenca de fluoreto ou da
concentracéo, exceto para o grupo 500 CaGP 0,25% que apresentou uma reducgéo
em relacao a hidroxiapatita ao redor de 81% proxima a do grupo 1100 (-93%). Todos
0S grupos apresentaram reducao da intensidade da banda OH™ na regido de 631-644
cm™.

O fluoreto 1100 ou a presenca de CaGP (0,25 e 2%) reduziram a intensidade
das bandas de carbonatos nas regifes de 866-879 cm™ (modo vibracional v,) em
relacdo a hidroxiapatita ciclada em intensidade similar. As bandas nas regides 1421-
1425, 1452-1458 e 1641-1660 cm™ refere-se ao modo vibracional v; (estiramento)
do grupo carbonato que apresentou maior intensidade na presenca de CaGP
(Tabela 2). A banda na regido de 3361-3412 cm™ corresponde a tracos de agua na
estrutura dos cristais de hidroxiapatita. Sua intensidade diminuiu com os tratamentos
de fluoretos, mas foi maior na presenca de CaGP (Tabela 2). O grupo 500 CaGP
0,25%, apesar de apresentar um aumento em relacdo a hidroxiapatita ciclada,
apresentou intensidade menor em relacéo aos outros grupos com CaGP.

As concentragdes de fluoreto presentes na hidroxiapatita, fracamente (CaF,) e
fortemente (FA) ligado, foram apresentadas na Tabela 3. Os grupos com fluoretos
apresentaram maiores valores de CaF, ou FA do que os grupos sem fluoretos
(p<0,05). Os grupos 1100 e 500 CaGP 0,25% apresentaram valores de CaF;
semelhantes (p>0,05) e maiores que o grupo 500 (p<0,05). O grupo 500 CaGP 2%
apresentou concentracado de CaF; igual a do grupo 500 (p>0,05). Os grupos 1100,
500CaGP 0,25% e 500 CaGP 2% apresentaram concentracdes de FA maiores que
0os demais grupos (p<0,05). Entretanto, ndo houve diferenca entre o grupo 500 e
500CaGP 0,25% (p>0,05).
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Os grupos 500, 1100 e 500 CaGP 0,25% apresentaram concentracoes
semelhantes de célcio no cristal (p>0,05) e maiores que os demais grupos (p<0,05).
Apesar dos grupos 1100 e 500 CaGP 0,25% apresentarem menores concentracdes
de fosforo em relacdo aos outros grupos (p<0,05) estes mostraram melhor relagcéo
Ca/P (Tabela 4).

4.6 Discussao

Os achados dos estudos de Zaze *[16] e Delbem [27] mostram que a adi¢c&o de
CaGP (0,25%) em dentifricios com reduzida concentracédo de fluoreto produz um
produto com eficacia equivalente a um dentifricio com 1100 ug F/g. Entretanto, para
entender como esta associacdo age na hidroxiapatita analisou-se as alteracdes
moleculares na estrutura do cristal.

De acordo com Antonakosa et al, [26] e Coates [25], 0 aumento dos modos
vibracionais dos fosfatos se mostram mais intensos em apatitas mais mineralizadas.
ApoOs o processo de diminuicdo (dissolucéo) e aumento de pH (re-precipitacdo) nas
solugbes experimentais e hidroxiapatita sintetizada (HA), o espectro do FTIR
mostrou que a HA ciclada nas solugbes contendo fluoreto (500 e 1100 pg F/g)
apresentou um aumento na intensidade das bandas de fosfatos nas regibes entre
582-598 (V,), 623-631 (v4) e 1086-1090 cm™ (v;), sendo maior na concentracéo de
1100 pg F/g. Entretanto a regido entre 1173-1188 cm™ (vs3) ndo se alterou (500 pg
F/g) e apresentou reducdo na concentracdo mais elevada (1100 pug F/g). Estes
dados podem ser confirmados pela analise das bandas de carbonatos (Figura 1 e
Tabela 2), pois quando estes ions estdo presentes na hidroxiapatita, ocupam os
sitios dos fosfatos na estrutura do cristal [26,28,29]. Somando-se a isto, houve uma
reducéo da banda OH (631-644 e 3570-3572 cm™) nestes grupos, o que sugere a
substituicdo por fluoreto. A reducdo destas bandas estd relacionada com um
aumento do fluoreto e melhor cristalinidade da apatita [30,31]. De acordo com
Rintoul et al. [18] e Sundaram et al. [31] a presenca da banda OH" na regido de 631-
647 cm™ é indicativo de precipitacdo de hidroxiapatita. Além disso, a reducdo da
intensidade deste pico significa uma ligacdo do fluoreto a OH", sem substituicdo. A
substituicdo parcial ou completa é observada quando a hidroxiapatita € submetida a
altas temperaturas quando ocorre o aparecimento de um pico na regido de 745-747

* Zaze ACSF. Efeito da incorporacéo de calcio e fosfato em dentifricios fluoretados na
eficacia anticérie [tese]. Aracatuba: Universidade Estadual “Jalio de Mesquita Filho”.
Odontopediatria, 2009, cap. 1.



Capitulo3 75

cm™ [18,31]. Os dados de dosagem de fluoreto na hidroxiapatita ciclada na presenca
de fluoreto mostram uma maior formacao de fluoreto fracamente ligado (CaF,) ao
cristal (57-60%) quando comparado ao fortemente ligado (40-43%) a estrutura da
hidroxiapatita. O aumento de fluoreto de 500 para 1100 pg F/g produziu uma
deposicédo 25% maior de CaF, adsorvido a hidroxiapatita (Tabela 3) e estrutura com
maior cristalinidade (Figura 1 e Tabelas 1, 2 e 4).

O tratamento com glicerofosfato de calcio (CaGP) poderia aumentar a
saturacdo em meio acido com caélcio (Ca) e fosforo (P) [32,33], aumentando a
possibilidade da precipitagdo de uma hidroxiapatita mais cristalina. Entretanto, todas
as bandas de fosfatos mostraram reducdo (Figura 1 e Tabela 1) quando a
hidroxiapatita sintetizada (HAsintética) foi diluida em solu¢cdo com CaGP 0,25 e 2% e
submetida a ciclagem de pH. Observou-se, também, a presenca dos modos de
vibrac&o v, e v3 do carbonato [29,34], mas apresentando uma menor intensidade em
relacdo a HAdesm. Apesar da auséncia de fluoreto nestes grupos (Tabela 3), o
modo vibracional da hidroxila na regido de 3570-3572 cm™ foi ausente, o que pode
indicar uma substituicdo desta banda por carbonato [30,35], pois na regido de 631-
644 cm™ a banda esta presente, apesar de demonstrar uma reducéo da intensidade
em relacdo & HAdesm [18,31]. O pico na regido 1641-1660 cm™ aumentou com o
uso do CaGP na solucdo (Figura 1 e Tabela 2) o que poderia explicar estes
resultados. A reducdo da intensidade das bandas de fosfato, auséncia da hidroxila
(3570-3572 cm™) e presenca de carbonato pode representar um fosfato de calcio
com baixa cristalinidade e mais soluvel em meio acido. Nos grupos HAdesm, 500
CaGP 2% e CaGP 2% as concentragfes de célcio foram similares, porém menores
do que nos demais grupos (Tabela 4; p<0,05). O aumento de carbonatos na
estrutura da hidroxiapatita esta relacionado com a liberacdo de ions Ca do cristal. A
presenca ou aumento de carbonato provoca um déficit de carga negativa, que é
compensado pela liberacdo de ions calcio, a fim de equilibrar as cargas da estrutura
da hidroxiapatita [35]. Além disso, ha um aumento da quantidade de agua na
estrutura em relacdo a HAdesm, 500 e 1100 pg F/g (Figura 1 e Tabela 2).

A associacdo do fluoreto (500 pg F/g) ao CaGP 2%, interferiu nos modos
vibracionais dos fosfatos, porém ha um aumento da banda do carbonato (v3) entre
as regides 1421-1660 cm™. Uma maior incorporacéo de carbonato a estrutura da

hidroxiapatita resultou em uma menor quantidade de calcio e fésforo em relagdo a
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HAdesm, 500 e 1100 pg F/g e 500 CaGP 0,25% (Tabela 4; p<0,05). A presenca de
fluoreto ndo diminuiu estas perdas, apesar de mostrar um aumento na forma
fortemente ligado a estrutura da hidroxiapatita (Tabela 3). Com o aumento da banda
de 4gua, auséncia da banda da hidroxila na regido de 3570-3572 cm™, mas presente
na regido de 631-644 cm™ e aumento de carbonato & estrutura, supde-se que O
fluoreto deve estar apenas adsorvido ao cristal [18,31].

A menor concentracdo de CaGP (0,25%) associado a 500 ug F/g melhorou a
relacdo molar Ca/P da hidroxiapatita (1,69) com concentracdo de célcio semelhante
aos grupos 500 e 1100 pg F/g (Tabela 4). HaA uma presenca maior de fluoreto
fracamente ligado a hidroxiapatita (CaF,), semelhante ao grupo 1100 pug F/g o que
esta relacionado a uma apatita mais estavel em meio acido [36]. A concentracao de
fluoreto fortemente ligado a estrutura do cristal ndo se alterou quando comparado ao
grupo 500 ug F/g (Tabela 3; p>0,05). A andlise de FTIR mostra um aumento dos
modos vibracionais do fosfato v, e vz e a presenca das bandas da hidroxila nas
regides de 631-644 e 3570-3572 cm™ (Figura 1 e Tabela 1). A reducéo das bandas
de OH" confirma a presenca de fluoreto ligado a estrutura dos cristais, porém nao ha
a substituicdo da hidroxila [18,31], jA que ndo se observou um pico na regido de
745-747 cm™ [31]. A presenca pouco intensa do pico na regido 1641-1660 cm™,
referente ao modo v3 do carbonato confirma estes achados [29,34].

Parece que o0s bons resultados observados nos estudos de Zaze e
colaboradores* [16] e Delbem [27] estdo relacionados a formacdo de fluoreto de
calcio adsorvido a estrutura da hidroxiapatita, pois foi semelhante ao grupo 1100 ug
F/g (Tabela 3). Somando-se a isto, a estrutura molecular (Figura 1, Tabelas 1 e 2) e
a relacdo molar Ca/P (Tabela 4) mostram uma hidroxiapatita mais estavel e menos
soltvel no grupo 500 CaGP 0,25%, quando comparado ao HAdesm.

Conclui-se que os grupos com CaGP (0,25% e 2%) apresentaram estrutura
molecular com baixa cristalinidade e maior solubilidade, com concentracdo de Ca
reduzida. Estrutura molecular e relacdo molar Ca/P mostram HA mais estavel e
menos sollvel nos grupos 1100 pg F/g e 500 pg F/g e CaGP 0,25%, bem como

maior formacéo de fluoreto de célcio (CaF,).

*Zaze ACSF. Efeito da incorporacéo de célcio e fosfato em dentifricios fluoretados na
eficacia anticérie [tese]. Aracatuba: Universidade Estadual “Jalio de Mesquita Filho”.
Odontopediatria, 2009, cap. 1.
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Fig. 1 - Representacao gréafica do espectro no infravermelho modificada de Fourier
de acordo com os grupos apos ciclagem de pH. A: HAdesm. B: 500. C:
1100. D: CaGP 0,25%. E: CaGP 2%. F: 500 CaGP 0,25%. G: 500 CaGP

2%.
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Tabela 1 — Variacdo da intensidade (%) dos grupos funcionais dos fosfatos e hidroxila

em relacdo a hidroxiapatita submetida a ciclagem de pH sem tratamento

(HAdesm)
Freqiiéncia (cm™) das bandas
Grupos* 582-598 623-625 631-644 1086-1090 1173-1188 3570-3572

(PO, -v,) (PO, - vy) OH (PO, - v;) (PO, - vy) OoH
500 +82 +40 -17 +22 0 -25
1100 +73 +104 -82 +69 -25 -93
CaGP 0,25% -14 +7 -58 -21 -16 ausente
CaGP 2% -37 -38 -80 -76 -20 ausente
500 CaGP 0,25% +16 +40 =77 -9 -12 -81
500 CaGP 2% -15 +1 -42 -12 -8 Ausente

Tabela 2 — Variacéo da intensidade (%) dos grupos funcionais de carbonatos e agua

bY bY

em relacdo a hidroxiapatita submetida a ciclagem de pH sem tratamento
(HAdesm)

Freqiiéncia (cm™) das bandas

Grupos 866-879 1421-1425 1452-1458  1641-1660 3361-3415
(CO5™- vy) (CO5” - vy) (H,0)
500 -12 +45 +15 -3 -5
1100 -93 -53 -72 -44 -3
CaGP 0,25% -89 -23 -36 +28 +22
CaGP 2% Ausente -23 -49 +73 +27
500 CaGP 0,25% -87 +69 +19 +7 +6

500 CaGP 2% -71 +75 +33 +92 +41
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Tabela 3 — Valores médios (xdp, n=5) das concentracdes (mg/g) de fluoreto ligado

fracamente (CaF,) e fortemente a hidroxiapatita (FA) de acordo com os

grupos

Andlise — Fluoreto (mg/qg)
Grupos CaF; FA
HAdesm 0,004 +0,001% 0,001 +0,000%
500 9,01 +0,70° 6,11 +0,97°
1100 12,52 +0,72° 8,56 +0,63°¢
CaGP 0.25% 0,004 +0,001% 0,008 +0,002¢
CaGP 2% 0,002 +0,000¢ 0,022 +0,003°
500 CaGP 0.25% 11,30 +0,48° 7,73 +0,69%°
500 CaGP 2% 7,70 +0,60° 8,31 +0,39°¢

Valores seguidos por letras distintas em cada analise mostram diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA: CaF, — p<0,001; FA — p<0,001).

Tabela 4 — Valores médios (xdp, n=5) das concentra¢des (mg/g) de calcio (Ca) e
fosforo (P) e proporgédo molar (Ca/P) de acordo com 0s grupos

Andlise — Calcio e Fésforo (mg/g) Ca/P
Grupos Ca P molar
HAdesm 252,0 +25,42 170,6 +22,72¢ 1.15
500 329,6 +19,0° 178,7 +5,6° 1.43
1100 321,4 +40,3"° 140,9 +9,2° 1.77
CaGP 0.25% 296,7 +21,8° 159,7 +11,1°2 1.41
CaGP 2% 221,5 22,42 120,8 +8,1° 1.44
500 CaGP 0.25% 319,7 +9,5° 151,4 +6,6%° 1.69
500 CaGP 2% 224,2 33,52 117,1 +5,9° 1.47

Valores seguidos por letras distintas em cada anélise mostram diferencas
estatisticas entre os grupos (ANOVA: calcio — p<0,001; fésforo — p<0,001).
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Current topics are concise articles that present critical discussion of a topic of current interest, or a fresh look at
a problem, and should aim to stimulate discussion.

Letters to the Editor, commenting on recent papers in the journal, are published occasionally, together with a
response from the authors of the paper concerned.

Preparation of Manuscripts

Text should be one-and-a-half-spaced, with wide margins. All pages should be numbered, starting from the title
page. A conventional font, such as Times New Roman or Arial, should be used, with a font size of 11 or 12.
Avoid using italics except for Linnaean names of organisms and names of genes.

Manuscripts should be prepared as a text file plus separate files for illustrations. The text file should contain the
following sequence of sections: Title page; Declaration of interests; Abstract; Introduction; Materials and

Methods; Results; Discussion; Acknowledgements; References; Legends; Tables. Each section should start on
a new page, except for the body of the paper (Introduction to Acknowledgements), which should be continuous.

Title page: The first page of each manuscript should show, in order:

e the title, which should be informative but concise;

* the authors' names and initials, without degrees or professional status, followed by their institutes;
e ashort title, maximum length 60 characters and spaces, for use as a running head;

e alist of 3-10 key words, for indexing purposes;

* the name of the corresponding author and full contact details (postal address, telephone and fax
numbers, and e-mail address).

Declaration of Interests: Potential conflicts of interest should be identified for each author or, if there are no
such conflicts, this should be stated explicitly. Conflict of interest exists where an author has a personal or
financial relationship that might introduce bias or affect their judgement. Examples of situations where conflicts of
interest might arise are restrictive conditions in the funding of the research, or payment to an investigator from
organisations with an interest in the study (including employment, consultancies, honoraria, ownership of
shares). The fact that a study is conducted on behalf of a commercial body using funds supplied to the
investigators' institution by the sponsor does not in itself involve a conflict of interest. Investigators should
disclose potential conflicts to study participants and should state whether they have done so.

The possible existence of a conflict of interest does not preclude consideration of a manuscript for publication,
but the Editor might consider it appropriate to publish the disclosed information along with the paper.

Abstract: The abstract should summarise the contents of the paper in a single paragraph of no more than 250
words (to ensure that the abstract is published in full by on-line services such as PubMed). No attempt should be
made to give numerical results in detail. References are not allowed in the abstract.

Introduction: This section should provide a concise summary of the background to the relevant field of
research, introduce the specific problem addressed by the study and state the hypotheses to be tested.

Materials and Methods (or Subjects and Methods): All relevant attributes of the material (e.g. tissue, patients
or population sample) forming the subject of the research should be provided. Experimental, analytical and
statistical methods should be described concisely but in enough detail that others can repeat the work. The
name and brief address of the manufacturer or supplier of major equipment should be given.

Statistical methods should be described with enough detail to enable a knowledgeable reader with access to the
original data to verify the reported results. When possible, findings should be quantified and appropriate
measures of error or uncertainty (such as confidence intervals) given. Sole reliance on statistical hypothesis
testing, such as the use of P values, should be avoided. Details about eligibility criteria for subjects,
randomization and the number of observations should be included. The computer software and the statistical
methods used should be specified. See Altman et al.: Statistical guidelines for contributors to medical journals
[Br Med J 1983;286:1489-93] for further information.

Manuscripts reporting studies on human subjects should include evidence that the research was ethically
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (World Medical Association). In particular, there must
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be a statement in Materials and Methods that the consent of an appropriate ethical committee was obtained prior
to the start of the study, and that subjects were volunteers who had given informed, written consent.

Clinical trials should be reported according to the standardised protocol of the CONSORT Statement. The
CONSORT checklist must be submitted together with papers reporting clinical trials.

In studies on laboratory animals, the experimental procedures should conform to the principles laid down in the
European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific
Purposes and/or the National Research Council Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Unless the purpose of a paper is to compare specific systems or products, commercial names of clinical and
scientific equipment or techniques should only be cited, as appropriate, in the 'Materials and Methods' or
'Acknowledgements' sections. Elsewhere in the manuscript generic terms should be used.

Results: Results should be presented without interpretation. The same data should not be presented in both
tables and figures. The text should not repeat numerical data provided in tables or figures but should indicate the
most important results and describe relevant trends and patterns.

Discussion: This section has the functions of describing any limitations of material or methods, of interpreting
the data and of drawing inferences about the contribution of the study to the wider field of research. There
should be no repetition of preceding sections, e.g. reiteration of results or the aim of the research. The
discussion should end with a few sentences summarising the conclusions of the study. However, there should
not be a separate 'Conclusions' section.

Acknowledgements: Acknowledge the contribution of colleagues (for technical assistance, statistical advice,
critical comment etc.) and also acknowledge the source of funding for the project. The position(s) of author(s)
employed by commercial firms should be included.

Legends: The table headings should be listed first, followed by the legends for the illustrations.

Tables: Tables should be numbered in Arabic numerals. Each table should be placed on a separate page.
Tables should not be constructed using tabs but by utilising the table facilities of the word-processing software.

Illustrations:

e lllustrations should be numbered in Arabic numerals in the sequence of citation. Figure numbers must
be clearly indicated on the figures themselves, outside the image area.

* Black and white half-tone illustrations must have a final resolution of 300 dpi after scaling, line drawings
one of 800-1200 dpi.

*  Figures with a screen background should not be submitted.

*  When possible, group several illustrations in one block for reproduction (max. size 180 x 223 mm).

Color lllustrations

Online edition: Color illustrations are reproduced free of charge. In the print version, the illustrations are
reproduced in black and white. Please avoid referring to the colors in the text and figure legends.

Print edition: Up to 6 color illustrations per page can be integrated within the text at CHF 760.00 per page.

References

Reference to other publications should give due acknowledgement to previous work; provide the reader with
accurate and up-to-date guidance on the field of research under discussion; and provide evidence to support
lines of argument. Authors should select references carefully to fulfil these aims without attempting to be
comprehensive.

Cited work should already be published or officially accepted for publication. Material submitted for publication

but not yet accepted should be cited as 'unpublished results', while unpublished observations communicated to
the authors by another should be cited as ‘personal communication’, with credit in both cases being given to the
source of the information. Neither unpublished nor personally communicated material should be included in the
list of references. Abstracts more than 2 years old and theses should not be cited without a good reason, which
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should be explained in the covering letter accompanying the paper.

References should be cited by naming the author(s) and year. Where references are cited in parenthesis, both
names and date are enclosed in square brackets. Where the author is the subject or object of the sentence, only
the year is enclosed in brackets.

One author: [Frostell, 1984] or Frostell [1984].
Two authors: [Dawes and ten Cate, 1990] or Dawes and ten Cate [1990].
More than two authors: [Trahan et al., 1985] or Trahan et al. [1985].

Several references cited in parenthesis should be in date order and separated by semi-colons: [Frostell, 1984;
Trahan et al., 1985; Dawes and ten Cate, 1990].

Material published on the World Wide Web should be cited like a reference to a print publication, and the URL
included in the reference list (not in the text), together with the year when it was accessed.

The reference list should include all the publications cited in the text, and only those publications. References,
formatted as in the examples below, should be arranged in strict alphabetical order. All authors should be listed.
For papers by the same authors, references should be listed according to year. Papers published by the same
authors in the same year should be distinguished by the letters a, b, c, ... immediately following the year, in both
the text citation and the reference list. For abbreviation of journal names, use the Index Medicus system. For
journals, provide only the year, volume number and inclusive page numbers.

Examples

(a) Papers published in periodicals: Lussi A, Longbottom C, Gygax M, Braig F: Influence of
professional cleaning and drying of occlusal surfaces on laser fluorescence in vivo. Caries Res
2005;39:284-286.

(b) Papers published only with DOI numbers: Theoharides TC, Boucher W, Spear K: Serum
interleukin-6 reflects disease severity and osteoporosis in mastocytosis patients. Int Arch Allergy
Immunol DOI: 10.1159/000063858.

(c) Monographs: Matthews DE, Farewell VT: Using and Understanding Medical Statistics. Basel,
Karger, 1985.

(d) Edited books: DuBois RN: Cyclooxygenase-2 and colorectal cancer; in Dannenberg AJ,
DuBois RN (eds): COX-2. Prog Exp Tum Res. Basel, Karger, 2003, vol 37, pp 124-137.

(e) Patents: Diggens AA, Ross JW: Determining ionic species electrochemically. UK Patent
Application GB 2 064 131 A, 1980.

() World Wide Web: Chaplin M: Water structure and behavior. www.Isbu.ac.uk/water, 2004.

Digital Object Identifier (DOI)

S. Karger Publishers supports DOIs as unique identifiers for articles. A DOI number will be printed on the title
page of each article. DOIs can be useful in the future for identifying and citing articles published online without
volume or issue information. More information can be found at http://www.doi.org/

Author's Choice™

With this option the author can choose to make his article freely available online against a one-time fee of
CHF 2,750.00. This fee is independent of any standard charges for supplementary pages, color images etc.
which may apply. More information can be found at http://content.karger.com/services/choice.asp.

Does your funding agency/institute require you to deposit your article in an institutional archive (e.g.
PubMedCentral)? You will be pleased to hear that Karger journals are fully geared up for this requirement. All
you have to do is opt for open access publication of your article through Karger's Author's Choice™. Karger will
also take care of the immediate deposit in the PubMedCentral archive and what's more, not of the manuscript,
but of the final, published article. The article will also be available with open access right away, and not just after
12 months. The cost of Author's Choice™ is a permissible cost in your grant, so please take care to budget for it.
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Page Charges
There are no page charges for papers of seven or fewer printed pages (including tables, illustrations and
references). A charge of CHF 650.00 will be levied for each page in excess of the allotted seven printed pages.

The allotted size of a paper is equal to approximately 21 typescript pages (including tables, illustrations and
references).

Proofs
Unless indicated otherwise, proofs are sent to the first-named author and should be returned with the least

possible delay. Alterations made in proofs, other than the correction of printer's errors, are charged to the author.
No page proofs are supplied to the author.

Reprints

Order forms and a price list are sent with the proofs. Orders submitted after this issue is printed are subject to
considerably higher prices.

[ | © 2009 S. Karger AG, Basel



ANEXO C

COMITE DE ETICA - CAPITULO 1

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

“Julio de Mesquita Fitho”
Campus de Aragatuba

COMISSAO DE ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL
(CEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “AVALIACAO IN VITRO DA EFETIVIDADE DE
DENTIFRICIO COM BAIXA CONCENTRACAO DE FLUORETO SUPLEMENTADO
COM CALCIO E FOSFATO UTILIZANDO DENTE BOVINO E MODELO DE
CICLAGEM DE pH” sob responsabilidade de KIKUE TAKEBAYASHI SASSAKI ,
ALBERTO CARLOS BOTAZZO DELBEM e ANA CAROLINA SOARES FRAGA
ZAZFests de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e foi
aprovado AD REFERENDUM pela CEEA em 10 de julho de 2006, de acordo
com o protocolo n° 61/06.

Aracatuba, 10 de julho de 2006.

Prof.2 Ass. Dr:2 Maria Gisela Laranjeira
Presidente
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ANEXO D

COMITE DE ETICA — CAPITULO 2

\A
ﬁ%v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes 4ULIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Aragatuba

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — (CEFP)

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “AVALIACAO DE DENTIFRICIO
COM BAIXA CONCENTRACAO DE FLUORETO SUPLEMENTADO COM GLICERIFOS-
FATO DE CALCIO NA REMINERALIZAGAO DE LESOES DE CARIE in situ”, sob a res-
ponsabilidade de ALBERTO CARLOS BOTAZZO DELBEM estd de acordo com os Princi-
pios Eticos em Pesquisa e foi aprovado em reunifio realizada em 12/02/09, de acordo com
o Processo FOA-2835/08.

Aracatuba, 13 de fevereiro de 2009.

anega

Aleésasidra Marconde:
tica em Pesquisa — CEP

Vice-Coordenadorado Comité di

msps.

Faculdade de Odontologra e Curso de Medicina Veterindria — Segdo Téeniva Académica
Rua José Bonifdcio, 1193 CEP 16015 -050 - Aragatuba — SP
T2l (18) 3636-3225 E-mail: cep@foa.unesp.br
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ANEXO E

PREPARO E SELECAO DOS BLOCOS DE ESMALTE BOVINO (4X4 mm)

1.

Coroa do dente bovino incisivo central inferior, separada
da raiz por meio de disco diamantado de duas faces (KG
Sorensen D 91), montado em motor de bancada
(Nevoni), mantido sob refrigeragéo (dgua
destilada/deionizada).

2.

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

Face vestibular fixada na placa de acrilico.

Secgdo da face vestibular no sentido longitudinal, na
porcdo mais plana, utilizando-se 2 discos diamantados
(série 15 HC Diamond —n. 11-4243 Buehler), montados
em cortadeira  sob refrigeracio  com  Aagua
destilada/deionizada e separados por um disco espagador
de aluminio com 4 mm de espessura. Em seguida, foi
realizado o corte no sentido transversal.

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

PREPARO E SELECAO DOS BLOCOS DE ESMALTE
Planificacdo da dentina e polimento do esmalte

1. Bloco de esmalte fixado em disco de
resina acrilica pré-fabricada (£ 3 cm
de didmetro por + 8 mm de
espessura), com auxilio de cera
pegajosa (Kota Ind. e Com. LTDA),
com a superficie dentinaria voltada
para cima.

2. Ajuste da dentina para obtencdo de

superficies paralelas entre esmalte e
dentina, utlizando Politriz  APL-4
AROTEC e lixas de granulacdo 320
(CARBIMET Paper Discs, 30-5108-320,
BUEHLER), 2 pesos, durante 30
segundos sob baixa rotagdo e

refrigeragéo.

3. Blocos fixados com a superficie do
esmalte voltada para cima, a qual sera
polida.

Seqliéncia do polimento de esmalte:

1.

Pedra-pomes, agua deionizada e taca de borracha montada em contra-angulo em
baixa-rotacéo.

Na Politriz APL-4 AROTEC - lixa de granulagéo 600, 800 e 1200 (30 segundos — 2
pesos) e refrigeragdo a agua. Limpeza em lavadora ultrassdnica e agua destilada/
deionizada por 2 minutos, entre cada lixa;

Na Politriz APL-4 AROTEC - acabamento final com disco de papel feltro TEXMET
1000 (Buehler Polishing Cloth) (1 minuto — 2 pesos) e suspensdo de diamante 1
micron base-agua (Buehler);

Limpeza em lavadora ultrassénica utilizando solucdo detergente (Ultramet Sonic
Cleaning Solution - Buehler) diluida 20:1 em agua destilada/ deionizada (2minutos);

Lavagem durante 30 segundos com jato de agua destilada/ deionizada.
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ANEXO G

ANALISE DA DUREZA DO ESMALTE

Microdurémetro Shimadzu Micro
Hardness Tester HMV-2.000 (Shimadzu
Corporation -  Kyoto-Japan), com

penetrador tipo Knoop, acoplado ao
Software para analise de imagem CAMS-
WIN (NewAge Industries, USA).

Bloco de esmalte sendo submetido
a leitura no microdurbmetro, carga
estética de 25 gramas e tempo de
10 segundos, para analise da
dureza de superficie.

Fotomicrografia das impressdes para
analise de microdureza de superficie
inicial (SMH-inicial) (Aumento: 100x).

Dispositivo palatino, contendo 4 blocos de
esmalte bovino desmineralizados
artificialmente.




ANEXO H

DUREZA EM SECCAO LONGITUDINAL

1. Embutidora metalogréfica (AROTEC PRE 30S) —
utilizada para incluséo dos blocos de esmalte em 5
gramas de resina acrilica (Buehler Transoptic
Powder, Lake Bluff, lllinois, USA), pressao de 150
Kgf/cm2, tempo de aquecimento de 7 minutos e
mais 7 minutos de resfriamento. Os blocos foram
fixados em posicdo com cola adesiva (Super
Bonder — Loctite).

2. Corpo de prova — plano longitudinal voltado para a
superficie da resina acrilica.

3. Microdurémetro Shimadzu Micro Hardness Tester
HMV-2.000 (Shimadzu Corporation - Kyoto-Japan),
com penetrador tipo Knoop, acoplado ao Software
para analise de imagem CAMS-WIN (NewAge
Industries, USA).

4. Fotomicrografia das impressdes para andlise da
dureza de seccdo longitudinal nas diferentes
distancias. (Aumento: 100x).

Sequéncia do polimento de esmalte:

1. Na Politriz APL-4 AROTEC - lixa de granulagcao 320 (1 minuto — 2 pesos), 600, 800 e 1200
(2minutos — 2 pesos) e refrigeragdo a agua. Limpeza em lavadora ultrassénica e agua
destilada/ deionizada por 2 minutos, entre cada lixa;

2. Na Politriz APL-4 AROTEC - acabamento final com disco de papel feltro MICROCLOTH
SUPREME PSA (Buehler Polishing Cloth) (2 minutos — 2 pesos) e suspensédo de diamante
1/4 micron base-agua (Buehler);

3. Limpeza em lavadora ultrassénica utilizando solucéo detergente (Ultramet Sonic Cleaning

Solution - Buehler) diluida 20:1 em agua destilada/deionizada (3minutos);

4. Lavagem durante 30 segundos com jato de Aagua destilada/deionizada.
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ANALISE DOS CONTEUDOS DE FLUOR, CALCIO E FOSFATO NO ESMALTE

1. Bloco fixado em mandril para peca reta e
montado em um microscépio modificado
com um micrometro (Pantec, S&o Paulo,
Brasil).

2. Bloco de esmalte adaptado ao
mandril, sendo submetido a
microabrasdo, com desgaste de
50 um, para andlise da
incorporacgéo de F, Cae P.

3. ApoOs desgaste, po de esmalte presente na
lixa adaptada em frascos de poliestireno
cristal (J - 7, Injeplast).




ANEXO J

DOSAGEM DE F DOS DENTIFRICIOS — CAPITULO 1

' 100-110 mg Dentifricio + H20 deionizada g.s.p. 10 mL
l Homogenizacéo - vortex

Suspensao - dentifricio

0.25 ml suspenséao

' 0,25 mL HCI 2,0 mol L*

Agitacao 4571h

-1
0,25 mL HCI 2,0 mol L " !_lu.—o,5 mL NaOH 1,0 mol L™ ]
' 0,5 mL NaOH 1,0 mol L* " ' 1 mL TISAB Il

' 1 mL TISAB I

Centrifugar 300 rpm 20 min. (9069)

0,25 mL sobrenadante

J

Leitura de
FT/ mV

Leitura de
FI/l mV




ANEXO L

DETERMINACAO DE F, CAE P NO ESMALTE — CAPITULO 1

P6 de esmalte
+0,8 mHCI 0,5 mol L *
' Agitacao t.a./ 30 min.
' 0,8 ml NaOH 0,5 mol L *
|

80 pL amostra 80 pL amostra 0,1 mL amostra

l 80 puL TISAB IlI l 16 pL ISA l 1,05 mL H,O
l 0,25 mL Molibdato
Leitura de F/ mV Leitura de Ca/mV

l 0,1 mL Reativo Redutor

' Leiturade P




ANEXO M

DOSAGEM DE F DOS DENTIFRICIOS — CAPITULO 2

' 100-110 mg Dentifricio + H20 deionizada g.s.p. 10 mL

Homogenizacéao - vortex

Suspenséo - dentifricio
|

' 0,25 mL suspensao
' 0,25 mL HCI 2,0 mol L™

Agitacéo 4571h

Centrifugar 300 rpm 20 min. (9069)

0,25 mL sobrenadante 0,25 mL sobrenadante

J

0,25 mL HCI 2,0 mol L* 0,25 mL HCI 2,0 mol L*

' 0,5 mL NaOH 1,0 mol L™ ' Agitacdo 4571h
' 1 mLTISAB I

0,5 mL NaOH 1,0 mol L*
' 1 mL TISAB Il

Leitura de
FT/ mV

0,5 mL NaOH 1,0 mol L™

' 1 mL TISAB II

Leitura de
Fl/ mV

Leitura de
FST/ mV




ANEXO N

DETERMINACAO DE F, CAE P NO ESMALTE — CAPITULO 2

P6 de esmalte
+0,8 mLHCI0,5 mol L *
l Agitacao t.a./ 30 min.
' 0,8 mL NaOH 0,5 mol L *
I

40 yuL amostra 3 UL amostra 0,1 mL amostra

J J J

I 40 pL TISAB Il ' 25 pL H,O l 1,05 mL H,O
J J J

0,25 mL Molibdato

25 L Arsenazo
Leitura de F/ mV
l 0,1 mL Reativo Redutor
Leitura de Ca

' Leiturade P
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INSTRUCOES AOS AUTORES — CAPITULO 3

Journal of Materials Science: Materials in Medicine

ISSN: 0957-4530 (print version)
ISSN: 1573-4838 (electronic version)
Journal no. 10856

Springer US

Instructions for authors
Aims and scope

The Journal of Materials Science: Materials in Medicine publishes refereed papers providing
significant progress in the application of biomaterials and tissue engineering constructs as medical or
dental implants, prostheses and devices. Coverage spans a wide range of topics from basic science to
clinical applications, around the theme of materials in medicine and dentistry. The central element is
the development of synthetic and natural materials used in orthopaedic, maxillofacial, cardiovascular,
neurological, ophthalmic and dental applications. Special biomedical topics include biomaterial
synthesis and characterisation, biocompatibility studies, nanomedicine, tissue engineering constructs
and cell substrates, regenerative medicine, computer modelling and other advanced experimental
methodologies.

Presentation

Each of the following sections should begin on separate pages: title page, abstract,
text, acknowledgments, references, individual tables, figure legends. The main text of
the paper should be divided into sections and subsections. Pages should be
numbered consecutively beginning with the title page. Please adhere to these
instructions carefully as improperly prepared manuscripts will be returned for
alteration.

Abstract
Please provide an abstract of 100 to 150 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.
Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.
Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.



Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Note: If you use Word 2007, do not create the equations with the default equation
editor but use the Microsoft equation editor or MathType instead.

Save your file in doc format. Do not submit docx files.

Word template

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package

Headings
Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation
of a reference included in the reference list. They should not consist solely of a
reference citation, and they should never include the bibliographic details of a
reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and
other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given
reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section before the reference list. The names of funding organizations should be
written in full.

Citation

Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets.
Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].

2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].

3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that
have been published or accepted for publication. Personal communications and
unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or



endnotes as a substitute for a reference list.
The entries in the list should be numbered consecutively.

Journal article
Smith JJ. The world of science. Am J Sci 1999;36:234-5.

Article by DOI
Slifka MK, Whitton JL. Clinical implications of dysregulated cytokine production. J
Mol Med 2000; doi:10.1007/s001090000086

Book
Blenkinsopp A, Paxton P. Symptoms in the pharmacy: a guide to the management
of common iliness. 3rd ed. Oxford: Blackwell Science; 1998.

Book chapter

Wyllie AH, Kerr JFR, Currie AR. Cell death: the significance of apoptosis. In:
Bourne GH, Danielli JF, Jeon KW, editors. International review of cytology. London:
Academic; 1980. pp. 251-306.

Online document

Doe J. Title of subordinate document. In: The dictionary of substances and their
effects. Royal Society of Chemistry. 1999. http://www.rsc.org/dose/title of
subordinate document. Accessed 15 Jan 1999.

Always use the standard abbreviation of a journal’'s name according to the ISSN List
of Title Word Abbreviations, see
WWW.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

Tables
All tables are to be numbered using Arabic numerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form
of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath
the table body.



ANEXO P

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO TRANSFORMADA DE FOU RIER
(FTIR)

1. Espectrofotbmetro modelo
Magna 760 (Nicolet, Madison,
USA)

2. Amostras da hidroxiapatita
acondicionadas em porta
amostra para a analise de
FTIR

3. Porta amostra para a analise de
FTIR acoplado ao
espectrofotometro




ANEXO Q

ANALISE DE FLUORETO , CALCIO E FOSFORO NA HIDROXIAP ATITA

5mg HA ciclada

+0,5ml KOH 1,0mol L *

' Agitacao t.a./ 24h

Centrifugar 2900g/20 min.

0,4 ml sobrenadante

. Precipitado + 0,25mL H20
+0,4 mI HCI 1,0 mol L °

3 vezes
Centrifugar 2900g/20 min. %

Descarte do sobrenadante
+ 0,25mL H,0 sobre o precipitado

Leitura de F/ mV
(Can)

Descarte do sobrenadante
+ 0,25mL metanol sobre o precipitado

J

Evaporacao do metanol em
estufa & 60C, durante 12 horas

Precipitado + 0,5mL HCI 1,0 mol L™

Agitacéo t.a./ 1h

' 0,5 mL NaOH 1,0 mol L*

Diluir 1:20
0,05 mL+0,95mL

Leitura de
F/'mV (FA)

Leitura Leitura
de Ca de P
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