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RESUMO

O uso de fluoreto tem sido a principal medida para o controle da cérie
dentaria. Dentre os compostos quimicos utilizados, encontra-se o ietrafiuoreto
de fitanio (TiF,); entretanto, o uso do TiF4 tem sido limitado devido a sua
instabifidade em solugBo aquosa. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver um verniz a base de tefrafluorelo de titnio (2,26% de fluoreto),
avaliar sua estabilidade gquimica e sua eficacia como agente anticarie. A
avaliagdo da estabilidade quimica foi realizada por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear utilizando "°F (RMN — '°F), para identificacgo
quantificagdo dos subprodutos 3 base de titAnio encontrados no verniz fresco e
apbs teste de envelhecimento. Adicionalmente, a reatividade do vemiz fresco &
envelhecido foi determinada pela quantificacdo de fluoreto fracamente (fluoreto
de calcio) e fortemente (fluorapatita) formados no esmalte dental. O potencial
anticarie do verniz foi avaliado ulilizando 0 modelo de carie animal. Quatro
grupos com 12 ratas Wistar SPF cada receberam nos molares aplicacdo do
verniz a base de TiF. envelhecido por um ano, verniz Duraphat® (controle
positivo — 2,26% de fluoreio), verniz sem principio ative (conirole negativo), ou
ndo receberam tratamento e foram submetidas a aito desafio cariogénice por 4
semanas. O efeito anticarie foi avaliado por meio de andlise da incidéncia e da
severidade de cédrie e da composicdo da microbiota oral. Ao término do
experimento, {ecidos da cavidade oral das ratas foram removidos para analise
do potencial de toxicidade local do verniz. A andlise por RMN identificou no
verniz desenvolvido seis subprodutos, que se mantiveram estaveis pelo prazo
de envelhecimento testado. A capacidade do verniz em formar fluorapatita no
esmalte manteve-se estavel durante o envelhecimento (p>0,05), mas houve
redugdo na formacdo de fluoreto de calcio (p<0,05). O verniz desenvolvido
também se maostrou eficaz na redugdo da carie nas raias em comparagéao com
o controle negativo {p<0,05) e fol equivalente ao controle positivo (p>0,05). Nao



foram identificadas alteragbes teciduais da cavidade oral na avaliagéo
toxicologica. Os resuitades sugerem que o verniz de tetrafluoreto de titanio

desenvolvido pode ser considerado uma formulagdo promissora como agente
anticarie.

Palavras-chave: Estabilidade, compostos fluoretados, titdnio, agenie anticarie,
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ABSTRACT

Fiuorine has been used as the main alternative to control dental caries. A
targe number of chemical compounds are available for that purpose as titanium
tetrafluoride (TiF4); however, TiFs use has been limited due {0 #s instability in
aqueous solutions. In this way, the aim of this study was to develop a titanium
tetrafiuoride varnish (2.26% fluorine) and evaluate its in vifro chemical stability
and anti-caries activity in rats. To evaluate the varnish chemical properties °F
nuclear magnetic resonance spectroscopy (°F-NMR) was used to identify and
quantify tilanium sub-products in fresh and aged vamishes. Additionally, the
reactivity of fresh and aged varnishes was evaluated by quantifying fluoride,
loosely (calcium fluoride) and firmly (fluorapatite) formed on dental enamel. To
gvaluate the anti-caries potential of the Hitanium tetrafiuoride varnish, a caries
animal mode! was used. Wistar SPF rals were randomly assigned to 4 groups
{n=12) receiving on molars application of aged TiF, varnish, Duraphat® varnish
{positive conitrol- 2.26% fluorine), non fluoride varnish (negative control) or no
treatment and then submitied to a cariogenic challenge for 4 weeks. The
varnish anti-caries effect was evaluated by incidence and severity of dental
caries and oral biofilm composition. After the experimental period, oral tissues
of the rats were removed to analyze the local {oxic effect of the varnish. Six
titanium sub-products of the varnish were ideniified through NMR analysis and
kept stable over the aging period. Deposition of fluorapatite on enamel was not
changed during aging period (p>0.05); however, a reduction in calcium fiuoride
formation was verified (p<0.05). TiF4 varnish also was efficient in reducing
caries in rats when compared o negative control {p<0.05); showing similar
resulfs to the positive control {(p>0.03). No oral tissue ailterations were verified
by toxicological analyses. This new TiF, formulation might be considered a
promising anfi-caries agent.

Key-wards: Stability, fluoridated compounds, titanium, anti-caries agent.
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INTRODUGAO

Embora tenha havido diminui¢do consideravel da prevaléncia de cérie nas
ultimas décadas, tanto nos paises desenvolvidos como em desenvolvimento (WHQ,
2007), diferencas importantes com relagdo a essa doenca s80 evidenciadas entre
regides, cidades ¢ até mesmo grupos poputacionais (Narvai et al, 2006). Essas
diferencas séo decorrentes de um fendmeno epidemioidgico denominado
polarizacéo da doenga cérie, o qual cria deseguilibrios no sistema de salde,
gerando a necessidade de busca de medidas alternativas de prevengdo e controle
da carie, focadas em grupos especificos (Antunes ef al., 2004).

Dentre as medidas alternativas utilizadas para essa finalidade, ¢ ampio uso
de fluoretos tem sido priorizado, com destaque para o fluoreto de sédio (NaF),
Adicionalmente, diferentes composios fluoretados &m sido testados no intuito de
encontrar alternativas similares ou mesmo com propriedades superiores ao fluoreto
de sodio (Shrestha ef al, 1972; Wefel & Harless, 1981; Vieira ef al., 2005; Hove &t
al,, 2008}, entre as quais destaca-se o tetrafiuoreto de titanio {TiF4).

O TiF4 € um cristal branco extremamente higroscépico (Haendler ef al, 1954),
Sua solugdo aquosa € comumente formulada nas concentragbes de 1% e 4%
(Buyukyiimaz ef &/, 1897a) e seus constituintes {F e Ti) reagem rapidamente com a
agua e oxigénio, formando compostos secundarios (Skartveit ef al., 1991; Kasemi ef
al. 1999), como hexafluoreto de titanio (TiF*) e oxido de titanio (TiO,).

Uma peculiaridade do TiF, & ser soltvel em alcool (Budavari, 1998),
possibilifando o desenvolvimento de vernizes utilizando uma matriz resinosa, o que
ndo ocorre com o flioreto de sodio. Adicionalmente, a pequena quantidade de agua
presente nessas matrizes minimiza os efeitos indesejaveis dos processos de
hidrolise do TiFs.

O mecanismo de ac¢do do TiF; na superficie dentaria fem sido atribuido ao
efeifo dos fons fluoreto e titdnio com a formagdc de uma pelicula alcali-acido
resisiente composta por didxido de titédnio (Mundorff ef a/., 1972; Tveit et a/., 1985),
gue permanece na superficie tratada mesmo apods desafio acido {(Wei et &/, 19786).
Essa cobertura é formada por meio da hidrdlise do TiFs, que se deposita nas formas

1



de dioxido de titnio (TiO;) e fiuoreto de calcio (CaFy) nos dentes, aumentando,
desta forma, a resisténeia a dissolucéo (Mundorff ef al,, 1872; Shrestha ef al, 1972;
Wefel & Harless, 1881), e ndo sendo totaimente removida por lavagem com
hidréxido de potassio (KOH) (Wefet & Harless, 1981) ou com acido cleridrico (HCH)
{Kasemi ef al., 1999).

O TiF4 tem sido ampiamente pesquisado em Odontologia na diminuicdo e/ou
prevencio da sensibilidade dentindria {Charvat ef al, 1995), como selante de
fossulas e fissuras {(Buyukyilmaz et al,, 1987b); em endodontia, para desinfeccdo dos
canais radiculares (Tveit ef al, 1985); para prevenir carie dentaria {Shrestha ef al,
1972; Wefel, 1982; Derand ef af,, 1989; Skartveit of g/, 1989; 1991; Buyukyilmaz ef
al., 1997a) e em pacientes portadores de aparethos ortodénticos fixos, os quais
apresentam maior risco de desenvolvimento de carie (Buyukyilmaz et al, 1994,
Buyukyilmaz ef af., 1995). kEstudos com TiF, apreseniam resultados promissores in
vitro n&o s0 na inibigdo da dissolugdo do esmalte (Mundorff et al, 1972; Shrestha ef
al,, 1972), mas também na prevencao da erosdo dentaria (Buyukyiimaz ef al,, 1997b;
van Rijkom et al., 2003; Vieira ef al.,, 2005; Hove et al,, 2008).

QO envelhecimento das solucbes de Ti esta diretamente ligado aos processos
de hidrdlise do composto em solucdes aquosas. A hidrolise do TiF,4 leva a formacgdo
de dimeros & base de Ti que se unem, constituindo cadeias do tipo poliméricas com
diferentes estruturas. Essas cadeias sd0 ligadas por ponies de Ti com oxigénio
estaveis e de carater irreversivel, diminuinde assim a quantidade de ions livres
{ativos) presentes na solugéo e formando precipitados visivels em curlo espago de
tempo (Marion & Thomas, 1946).

Apesar dos resulfados favordveis apresentados para esse composto, ndo ha
uma forma farmacéutica gue permita a manutencioe da integridade do TiF4, ou de
seus subprodutos, por periodos prolongados (Marion & Thomas, 1946; Laptash ef
al., 2004). Dessa forma, as solugBes aquosas de TiF; séo consideradas solugbes
extemporaneas, tendo como dificuldades ou imitagdes para uso clinico longo tempo
necessario para sua preparagdo, a instabilidade e o curto prazo para utilizagao,

Diante do exposto, acredila-se que o desenvolvimento de uma formulagao
farmacéutica & base de TiF,, estavel e eficaz, para aplicagdo em Odoniologia seja
um objetivo relevante a ser atingido em termos de mais uma alternativa no controle

da carie dentaria,



Assim, 0s objetivos desse estudo foram:

a) desenvolver uma formulagio quimicamente estavel de um verniz & base de
tetrafiuoreto de titénio;

b} avaliar a estabilidade guimica e o potencial anticarie desse verniz.



CAPITULOS

Este trabatho de tese foi realizado no formato alternativo, conforme
informacdo CCPG/002/06, da Comissdo Central de Pas-Graduacgdo da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), gue permite a inclusdo de artigos cientificos do
candidato de forma a atingir ¢ objetivo deste estudo (ANEXO 1).

Assim sendo, esta lese & composta de dois capifulos, contendo artigos que
foram aceitos ou est@o sendo submetidos para publicagdo em revistas clentificas,

conforme descrito ahaixo:

v Capitulo 1

“TiF4 Varnish — A "*F NMR Stability Study and Enamef Reactivity Evaluation.”
Artigo publicado: Chem Pharm Bull (Tokyo), 2008 Jan;, 56(1). 139-41 (ANEXO 3)
{(errata ANEXQ 8).

v Capltulo 2

‘Efeilo de um verniz a base de {etrafluoreto de titénio na reducédo de carie em

ratas”

Este artigo seré submetido & publicagéo.



Capitulo 1
TiF, Varnish - A **F NMR Stability Study and Enamel Reactivity Evaluation

Autores: Carolina Bezerra Cavaicanti NOBREGA?, Fred Yukio FUJIWARAP: Jaime
Aparecido CURY?, Pedro Luiz ROSALEN"#

? Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Faculidade de Odontologia de Piracicaba,
Universidade Estaduatl de Campinas, Caixa Postal 52, Piracicaba, Brasi, CEP:
13414-903;  Pinstituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Caixa
Postal 6154, CEP: 13084-862.

Chem Pharm Bull {Tokyo). 2008 Jan;56{1):139-41
Errata — Anexo 8

“ To whom correspondence should be address, e-mail: rosalen@fop.unicamp.br
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The atm of this stmdy was to develdp 2 filaninm fetraffuoride
{TiF,} varnish sed evalwate the ctability of the formofation and

‘ite-reactivity with déatal enamel, The varnish was prepared in &

restans mateix vaing ethane! %6% ay solvent. Samples (n=45)
were aged gr 65°C and 36% of relutivity humidiey (RE »*
BHUS-ANVISA) snd alter 3, 6, 9 and. £2 months, nine samples
were removed for evaluation and compared with frash samnples,
Chemival siibllity of T¥, varnich was determinafo by PF.NMR.
and the reactivity of the formulation was guantified by ferma-
tion of fooride Joswly (CaF,) wed Bramly bound (,ﬂuorapaﬁ;e,
FAT 10 enamed, For resctivity tomparisons, a varnish withowt
TIF, vwas usedd w8 control, The fose of solubte fuoride was sbout

B.59% afler one year of storsge. The vajues of the reactivity

{mean8.T0) of Tresh; aged at 3, 6, % and 13 moaths and sontrok
samples weorer CoF, (gpFiuw §9.5227.8% S4.82143%
51222085 69.3&21.3"* 48:027.4% 0.I020.07, FA (ugFlgs
HTLELIDMG5 2484829900, NS00 13639 S1T2x
I9.9% 212105105915 I30.04 180,87, respectively. Means fol-
fwad by distinet lettors wepe statistically different (p<0.05).

After one year of siorage, the fermulation was shemicuily stable

and the tevels of F& were maintained, Howiver theee was sn ini-
tiad decvesse in the shility to form CalFy,

Koy words  tianive tetraffuoride; drog stabitity; Fucride vamish

Aldthough nrofessionally applied topical Buoride wreatment
has been used for cures control for many years, thers is an
intevest in finding new compounds for s plrpuse.l D TiF,
{titaninm. tetrafluoridie} i o Buoridated compound which has
fow wabuss of pH (e, 1—2)" in water or aleoho! selutions.
It addition to the pH values, Htanium corrogion resistance
and e capacity to firm an oxide coating on sname)] could
be responsibie: for the results related to caries process. 14T
Howsver, in spite of the prondsing results. this compound
hasm’iycthemused in linical procedures.due to the lack of
stability in water sofutions.®

TiF, hydrolysis processes in water bave been described,
with ¢ }Jhama on the formation of many fuoride come
plexes.™ In pddition to the stability and physical chemical
properties of funvidated agents, the efficaey of thuse prod-
uets depends. on the capacity to teact with enamel forming
seaction products, which can be Joosely {oalciam fuoride) or
firmly (ﬁmmxpame) bound 10 enamel and could interferc
with the de- and re-mineralizing phases. of tha caries
process.” The airs of this study was 10, produce a TiF, var-
nish.and evaluate the chemical smblhty and enamel reactivity:
dwmg one-year petiod, : :

Chem, Phapm. Bufl 56{1) 139141 (2008) 139

Experimental

Yneaish Preparation and Aging  The T, varnish was prepared by dis-
subving TiF, {ca. 494) and resin produers i ethanol 96%, A homagensces
salution was ptsined by slowly adding the solids 1 ethsno! with vigorously
sjrring, Next, the viscous-solution was pleced in plastl containgrs {(nwdS),
profecied from Tight: exposas and mmintained in &0 aging provess w1 65 °C
god 309 WH (M.WW emiidiny ), Aber 3, 6, 2and 12 nmhsn, nine samiples
were removerd for anatyses snd compered with fregl samy

PR Spestra  The fresh and eged TiF, varnish formulations were aia-
typad by PENME using 2 Pruker ACI00 (2824 Mz} snd ar Advanee
OPX {235.4Mty) speotromoter in- 5 mm oo-axial subes a8 —30°C. CFCY,
was placed i the conter gonxisl mibe e a -chomicsl shift reforudes
£&=0pph) and as & mitrence for quantitative anatysos.

Reuctivity wiih Boamel  Tho reacsivity of the T3F, vaenish formulation
vy eviuatad vsing LF bovine ramed blocks (3XIX2 mm} per groupitime.
A, varpish without TiF, was usod ge o negative cemrol. Ailthy Ylock surfaces
wern protected with domtal weg except for the enamel surface, The wese-
weniz. wore-upplicd o tho snamel for 4 min, the execss of varmish on the
block was removed with acetons. and the enamel surface was washod with
digtiflpd water. The bloeks wore placed in individual tubes containing 0.5 mi
£ KOH to extrnct the Ioosely bourd fiugcide formed on sl (CaF ) "
After 24} under fom 4t Toom hetg , G5l of TTEAB IE, pH 3.8,
contnining L# }[C}msadds&mmm “The Hoeks were washed with
drionized wator and ansferesd fo ancther tube tr extrast, by asid eiching,
the firmily bound fluoride (FA) formazd. Then 6.5 vl of 2.5 HCI was sddod
to vhe tubes pnd-afior 60 under ngitation, the aeld way buffered with 0.5 m!
el TISA0 I ('Tbial Tanic Stremgth Acfjustment Buffer), pH 5.0, added 20

MaldHA

Fluovide as Ca¥y and FA (fvorapativ) wory & Fwith an don-spe
cific. glontrods- (Orion $6-09) and an ion anatyser {Uﬂon THIAY, which wers
praviorsly calibrarsd.

Seatietical Analyslys The deie of fhide formed wore pealyzod By
AMOVA and Tokey oost, and the aigniBeance Tl was sot at 536,

Results

A typical "E-NMER spectrum is shown inFig. | and the
complaxes identified sre chown in Tabie 1. Low tempaeratures
are used to obtain the spectra Because the spectra.obtsined at
antbient temperature presented very broad pedks due to
chemical exchange of fuorimes between the complexes.
Pesks from Auorines in the same complea wore identified by
their coupling constamts or by an P-F CO8Y experiment and
the chemical shifts were calibrated using CFCly as the exter-
nni standard, The sreas under the individual peaks were ob-

* tained by a deconvolition procedure where 2 Lorengian line-

shape is adjusted to each peak. The Bruker Topspin 1.3 seft-
warg wan used to process the specira, The relative intensities
of the fluorines in the Ti complexes determined are shown in
Fig. 2. The percentage of Rocrine loss after | year was ap-
proximately 0:9%. It is caleulated by comparing the total in-
tensily, of the pesks of all complexes with the peak of the
CFC, reference in the copxial tube.

The amount of CoFy formed on the easmel initially de-
creased at the beginning of stovage and then yemained rels-
stysly congtant, Howover, the vamish keeps its capacity o
form FA in enamet during all experimental Sme. These re-
sults are prasented in Table 2.

Discussion

Toothpastes, varnishes, mouth rinsgs and gels sre popular
tocal delivery. systoms used in dentistry’™' and there. are-
seversi commerciatly avallable pwdtacts for professional tog-
tcal application. Tésth varnish iz a defivery system, which is
widely used today to minimize the risks of fluoride over-in-
gesum “The. i:ugh capa:ulty of the varnish: te km:p the agtive -

» To whom soressgionden 'shpsiidbc: Kreased. ¢ oalt sossdoni@fop.ani

. _“*': B B QZGGSthmquSmctyoﬂam




R

4

Vol 56, No,

Chenical Shify in ppm

Fig. 1. "F-NMR Spactes of the Freshly Prepared THF, Varnjsh st —36°C

»

Tably ¥, Chomicst Shif Astignmwoms of T0 Comploses in the Var-  Tabie 2. Enamet Flioride Formed (Mean2SD, =13} ss CaF,
niph3 A0 o _ S {ygl*‘hnm’) and FA (ﬂ;ﬁ;’s) :
Poaks . HE, Ciumical shifs i ppm Petiod CaF, FA
ideneification crrmplines {Bxteral referenos CFCI) {iig Efrnn®y (g Fig)

A TEp  TA(E) Fieat day  pooy 21500+ 10008

B TiF, HO1” 1688 (2F); 54.6 (3FY imonths ©sEEIAY 2500 HOG0F

c [TiF,-BrOR} IT3A (2P 97.0435) & months 51x30" 2600 1400"
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- different ltiere (p<0.085). Dats wnafyzed W.ANWA ard Tolomy peat,.

B4.9, 803,77 8 482

Tirme {montim)

Fig, 3. Variations in the Relative |
the Storage Pedod

+, T, RQ EB1OH; & [TIF-EIOH]™; Q) [TiF B =]
THF,- zz«m, W, o intenpity ofunm:ﬁwmm, & [TF

in whe Td Complenes during

-compound i contact with teeth enamel, the secwre use of

high concontrations of flioride compounds and the advan-

tage of uging othanc) as solvent were the main properties -

cons:demd to producs this vasmish, Ta relation to stability, the

* T B X,

. ma¥bmum ;)emmtage lose suggests by Brazilian Sanitary

Axuthorities™ is 5%. The TiF, varish after aging for one year

‘presented a 0.9% lose of soluble fiuoring compounds when

commpared to & fresh varnish and therefore can be considerer]
as a siable formulation.

Solutions of “TiF, in. ethanol were rsporte:} to contain
primarily the TiFy 2B0H complex.'™' Species a8 [T,

" BtQH]™, ITiF,-H:0l", TiF,-2H,0 and TiF, H,0, E0H

seems to be the major products in the reaction and the per-
centage of fuorine complexes with water 1igands has the ten-
deticy to increase during time (Fig. 2). The percentage of un-
known species were smal] (Fig, 2) and could be oxides such
as {FOF, -, [TIOFY', TiOF, and [TiOF,]”, that are present
in hydroxide fAlvoride solufions,® Buslaev Y. A., et alY stud-
ied the hydrolysis of TiF, in ethanol with various amounts of
water and obgerved that several hydrolysis products were
formed; most of them are of low concentration and only
[TiF - #,0]" and {TiF,- EtOH]™ were pogitively identified. In
all of the sohgions, TiF,-2EtOQH was found, which is the
same observed in this study. Spectre. of TiF, in absphute

-ethanpl were nsed to confirm the: assignment of the fom-

plexes, which donot have water a3  ligand. The peaks due to

the unidentified. compounds- weie rot ohserved in . solutions
“prepared with. sbsolute efhanol, ‘which indicates that these
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Capitulo 2

Efeito de um verniz a base de TiF, na redugéo de cdrie em ratas
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Resumo

O tefrafluoreto de titdnio possul vantagens quando comparado a outros sais de
fluoreto como a atividade quimica do titdnio e do fitior e alta reatividade com tecidos
durcs, enfretanto o TiF, & instavel em solugdio aquosa necessitando assim de uma
formulagio que n@o possua agua ou que possua uma quantidade minima de agua
como solvente. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito anticarie de
um novo verniz guimicamente estavel a base de TiF,. Quatro grupos com 12 ratas
Wistar SPF cada foram infectados com 3. sobrinus 8715 e receberam aplicagéo
tépica nos molares do verniz desenvolvida (2,26 % de fluoreto) e envethecido por um
ano, verniz Duraphat® (controle positive, 2,26% de fluoreto) ou verniz sem principio
ativo (controle negativo);, um grupo adicional ndo sofreu nenhum iratamento, Apds
quatro semanas de alle desafio catiogénico por meio de dieta 2000, o efeito dos
tratamentos fol avaliado na reducfo de S. sobrinus e de carie dentaria. Também foi
avaliada a foxicidade local dos {ratamentos em tecidos orais das rafas. Com relagdo
a porcentagem de S. gobrinus na cavidade oral, 0 verniz desenvolvido ndo diferiu
estatisticamente dos controles negativo e positivo (p>0,05). Porém, a porcentagem
de 8. sobrinus observada nos grupos tratados com o verniz desenvolvido e o
Duraphat@ diferiram significativamente do grupo ndo tratado (p<0,05). O verniz
desenvolvido fol mais eficaz do que 0 conirole negativo na redugéo de carie
(p<0,05), porém ele ndo diferiu do controle positivo - Duraphat® (p>0,05). A andlise
do potencial de toxicidade dos fratamentos sobre os tecidos da cavidade oral das
ratas nac evidenciou nenhuma alterac8o morfoldgica. Conclui-se que o verniz
desenvolvido possui potencial anlicarie mesmo apés um anc de envelhecimento,

sugerindo ser essa formulagdo promissora para uso clinico.

Palavras-chave: fiGor, titdnio, esmalte, atividade anticarie, estudo animal,
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introducdo

Embora a prevaléncia e a severidade da carie dentdria tenham apresentado
um decréscimo na maioria dos paises industrializados e em desenvolvimento (WHO,
2007), pesquisas buscando alternativas que atuem em grupos populacionais
especificos continuam a ser realizadas (Narvai ef al, 2006). Fluoretos topicos t&m
sido ampiamente uiilizados para esse proposito e recentes revisdes sistematicas tém
mostrade evidéncias do efeito benéfico da fluorterapia (Marinho ef al., 20073, b).

O tetrafluoreto de titdnio € um composto fluoretado acidulado (pH proximo de
1,0) que tem atraido a atenc@o dos pesquisadores na area da odonfologia nos
gitimos anos (Rijkom et al, 2003; Hove ef al, 2006). O TiF, apresenta vanitagens
quando comparado a outros sais de fluoreto, como a atividade quimica do titdnio em
acréscimo ao fltor € a reatividade com tecidos duros (Skartvell ef al, 1891). O TiF,
tem a vantagem adicional de ser sollvel em etanol, viabilizando o desenvalvimento
de formulacdo na forma de verniz sem a instabilidade apresentada pelo composto

em solucéo aquosa.

Apesar de bons resulfados ndc apenas em relagdo & redugac da
desmineraiizacdo dentdria {Exterkate & ten Cate, 2007) como também no &feito
nrotetor contra eroséo acida (Hove ef al, 2006) pesquisas sobre ¢ TiF4 continuam
principaimente para solucionar sua falta de estabilidade quimica em solugdo aguosa
davido aos processos de hidrdlise que ocorrem com esse composio em solugdo
(Marion & Thomas, 1948, Laptash et al,, 2004).

Assim, um verniz & base de TiF,, que manteve a estabilidade quimica por um
ano {Nobrega et al,, 2008), foi avaliado em modele animal quanto ao seu efeito

ardicarie.
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Material e Métodos

Amostras de vemniz a base de TiF4 (2,26% de fluoreto) formulado em uma
matriz resinosa de laca e colofénia foram envelhecidas a 30°C e 65% de umidade
relativa (Brasil, 2005), e uma amostra envethecida por um ano foi escolhida para ser
utiizada nesse experimenio para que fosse possivel avaliar se havia além da

estabilidade quimica, atividade bioldgica do verniz apds esse periodo.

O experimento de desenvolvimento de céarie animal foi realizado conforme
metodologia descrita por Bowen ef al. {1988) e aprovado pelo Comité de Ftica em
Experimentagdo Animal da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP
(Protocolo de numero 610-1/2003XANEXO 4).

Quarenta e oito ratas Wistar de 19 dias de idade, livres de patdgenos
especificos (specific pathogen free — SPF) e de estreptococos do grupo mutans
(Bowen ef al., 1988) foram utilizadas. As ratas foram infectadas no 20°, 21°, 22°e
23° dias de idade com culluras de Strepfococcus sobrinus 6715 em fase logaritmica
de crescimento ativo. A confirmacéo da infeccdo dos animais foi realizada utilizando
“Mitis Salivarius” agar (Difco® - USA) contendo estreptomicina (Sigma® USA). No
25° dia as 48 ratas foram divididas aleatoriamente em 4 grupos (n=12), anestesiadas
com hidrato de cloral (440 mg/kg) e submetidas aos seguintes tratamentos: 1) verniz
de tetrafluoreto de fitdnio (TiFs) com um ano de envelhecimento; 2) verniz sem ©
principio ativo (controle negativo); 3) verniz de fluoreto de sédio Duraphat® (controie
positivo, 2,26% de fluoreto); 4) Grupo sem tratamento.

A boca do animal foi mantida aberfa com extensor metalico e haste elastica
durante todo o procedimento de aplicago dos tratamentos (ver ANEXO 8). Todos os
tratamentos foram realizados com mini-pincéis descartaveis (microbrushes®) secos e
saturados com o produto, sendo utilizado um para cada hemi-arcada. A aplicagao foi
feita em todas as superficies acessivels dos molares superiores e inferjores, sendo
esses dentes previamente secos com gaze estéril, Logo apdés a aplicagdo do verniz,
os animais foram retirados dos extensores e mantidos em observagéo e jejum por
2h.



Apds o periodo de 2 horas, os animais foram separados em gaiolas
individuals, onde receberam dieta cariogénica 2000 (56% de sacarose) e agua
destilada deicnizada esterilizada ad libitum durante todo o experimento. As ratas
foram pesadas semanalmente, sendo examinadas diariamente quanio & aparéncia
fisica. Ao término da quarta semana do periodo experimental, as ratas foram mortas
por gsfixia por CO, A hemi-mandibula inferior esquerda de cada animal foi
asseplicamente dissecada, transferida para um {ubo contendo 5 mi de soluggo de
NaCl $,9% e sonicada (Vibra Cell, Sonics & Material Inc; & pulsos de 10s, com
intervalos de 58, a 40 W), As suspensdes obtidas foram utilizadas para as anadlises
microbiolégicas,

Aliguotas (50 gl) das suspensdes, diluidas (1:100) ou né&o, foram inoculadas
em agar sangue (5% de sangue de carneiro desfibrinado) e em “Mitis Salivarius”
agar (Difco®™ USA) contendo estreptomicina (Sigma®-USA) com o auxilio do
aparelho “Spiral Plater” (Whitley Automatic Spiral Plater, DW Scientific — UK), para
determinar o ndmero de microrganismos totais (MT) e de S sobrinus (88),
respectivamente. A partir disso, caiculou-se a porcentagem de 88 em reiagdo ao
namero de MT (%S5/TM).

Todas as hemi-arcadas dos animais foram dissecadas, e os dentes foram
preparados para determinagéo dos indices de carie de acordo com o sistema de
Keyes modificado por Larson {(Larson, 1981} (ANEXO 7). A determinagio dos
indices de cérie foi feita de forma cega por um Unico examinador previamernte

calibrado.

A avaliagdo da toxicidade local do verniz foi realizada a partir de observacbes
macroscopicas e microscopicas. A avaliagdo macroscopica dos tecidos orais foi feita
em todos 08 animais e como nenhuma alteracfio tecidual foi verificada, somente dois
animais de cada grupe foram aleatoriamente selecionados para remoc&o dos tecidos
e avaliagdo microscapica. Amostras foram coletadas da lingua, da mucosa jugal, de
giandulas salivares e da gengiva (adjacente aos molares), as quais foram coriadas,
fixadas, inciyidas em parafina, coradas com hematoxilina-ecsina e avaliadas

microscopicamente quanto a alteracdes morfolégicas.
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Analise Estatistica

A igualdade de varidncias e distribuigdo normal dos erros foi verificada para
todas as variaveis testadas (Box et al,, 1978). Os dados foram submetidos & andiise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer HSD, O software SAS foi utilizado
para essas analises e os nivels de significancia foram ajustados para 5%,

Resultados

As rafas permaneceram saudaveis duranie as quaire semanas de
experimento € ganharam peso (ganho minimo: 73 g e maximo; 95 g), ndo havendo
diferengas estatisticas enire os grupos (p=0,05).

O verniz desenvolvide ndo diferiu dos coniroles negaiive e positivo {>0,08)
no que diz respeito a porcentagem de S, sobrinus (Tabela 1), entretanto menor
porcentagem de 8 sobrinus foi observada nos grupos fratados com o vemiz
desenvolvido e o Duraphat® em comparagso com o grupo ndo tratado (p<0,086).

Com relagdo a carie, 0s animais tratados com ¢ verniz desenvolvido e com o
Duraphat® apresenfaram 08 menores valores para lesdes em superficie lisa e suico,
quando comparados ao controle negativo e ao grupo nido tratado, porem ndo
diferindo esiatisticamente entre st (p>0,08). Diferencas significativas (p<0,08) foram
encontradas entre os vernizes com fluoreto e os grupos sem fluoreto, no que diz
respeito ao0s valores de superficie lisa. O vemniz Duraphat® ndo diferiu
eslatisticamente do verniz sem fluoreto quando foram comparados os valores
relacionados ao total de caries em sulco (p>0,05).

Os animais tratados com vernizes de TiFs e Duraphat® apresentaram valores
semelhantes de indice para severidade de carie (D ~ carie leve em dentina e Dy -
carie moderada em dentina) (Tabela 1). Nenhuma diferenga entre os vernizes
fluoretados fol encontrada (p>0,05), apesar de ter sido observada diferenga
significativa (p<0,05) quando foram comparados com o controle negative e o grupo
nao tratado. Nao houve carie de dentina em superficie fisa, em nenhum dos grupos
estudados.

Quanto a andlise {oxicoldgica da cavidade oral das ratas, nenhuma alteragdo

foi observada, quer seia macroscopica ou microscopica.
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Tabela 1. Porcentagem de S sobrinus nas hemi-mandibulas e indices de cérie nos molares das ratas de acordo com os grupos de fratamentos (Média * dp;
n=12)

Severidade de carie de sulco

Totat de carie de
% Streptococcus o Total de cérie de sulco ‘
; : esmalte + dentina)
micf0b|0ta iﬁtai {esmai{e) ( DS Dm
N3o tratado 37,4 +228° 35,0+ 10,6° 20,2 +6,2° 15,6 + 5,2° 4,2 +3,0°
Verniz sem fior
28,1 + 14.6% 32,4+97° 28,3+ 53" 18,3+ 7,7° 5,8+ 5,0°
{Controte negativo)
Duraphat” 22,9+ 90" 21.0+86,1° 23,8 + 4.6% 9.0 +4,0° 1,3+ 0,5
{Controle positivo)
Verniz de Tif, 17,9+ 9,0° 182+ 6,9“ 20,0 £ 5,8° 6,4+ 42" 1,34 U,Yb

Ds, cérie leve em dentina; Dm, cérie moderada em dentina. Tratamentos cujas meédias sdc seguidas de lefras distintas diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey-Kramer HSD (p< 0,05).



Discusséao

As evidéncias da eficiéncia de fluoretos como agente anticdrie estdo bem
documentadas {Marinho et al, 2007a, b) e os compostos fluoretados & base de
fiténio {&m sido pesquisados para a redugdo da solubilidade dcida desde o inicio da
década de 1970 {(Mundorff ef al, 1972). Essa reduglc em amostras tratadas com
TiFs pode estar associada a propriedades caracleristicas desse composto como
atividade quimica do fitior e do titnio (Buyukyiimaz et al., 1994, 1995; Chevitarese,
et al., 2003; Hove ef al., 2006).

No modeio de carie animal agui utilizado, pode-se observar que o verniz de
TiFs envelhecido por um ano apreseniou alividade anticarie, com resulfados
semelhanies aos do grupo tratado com vermiz a base de fiuoreto de sédio
(Duraphat® - Controle positivo). Entretanto, estudo prévio de estabilidade e
reatividade no esmalte dental do mesmo verniz (Nébrega et al, 2008), mostrou que
apesar do produto manter establlidade quimica dos compostos ativos por um
periodo de envelhecimento de um ano, ¢ mesmo apresentou uma redugdo na
formagdo de fluoreto de calcio, um dos produtos de reatividade com o esmalte
refacionado com atividade anticarie. Considerando que a diminuigédo da quantidade
de fiuoreto de célcio formado no esmalle foi cerca de 50% (Nobbrega ef al, 2008)
gue o efeito do fitor ndo é linear, quando se considera uma correlacdo dose-efeito
de compostos fluoretados (Vieira et al, 2005}, pode-se sugerir que essa diminuigio
nao influenciou o efeifo biolégico do verniz de TiFy no esmalle, como visto neste
estudo animal. Adicionalmente, pode ter havido efeito coadjuvante dos produtos
derivados da hidrélise do TiF4, como o éxido de titénio (TiO;) (Skartveit ef al.,, 1991)
ou produtos de Ti ligados ao calcio (Skartveit ef al, 1980) na protec@o contra a carie
dental.

Os resuitados de carie (Tabela 1) mosiram que o grupo tratado com vemniz a
hase de TiF, apresentou uma reducao tanto em esmalte (total de carie em superficie
lisa e sulce) quanto em dentina {severidade de sulco), 0 que sugere que esse
composie tem atividade na diminuigdo da progresséo do processo carioso. Esse
efeito na reducie de desmineralizagdo, principalmente nas areas de sulco onde o

desafio cariogénico promovido pelo modelo animal & mais intenso, pode estar
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relacionado & capacidade do fitanio em se ligar a superficie e também penstrar no
esmalte (Chevitarese ef af, 2003).

A andlise da porcentagem de S. sobrinus na cavidade oral revelou gue o
grupo tratado com verniz sem flaor {conirole negative) ndo diferiu do verniz com TiF,
e tambem do grupo sem tratamento, Este fato pode sugerir que a matriz resinosa do
verniz tenha provocado uma perturbagdo na colonizagdo deste microrganismo no
biofifme dental das ratas (Riethe & Weinnann 1970). Eniretanto esta perturbagdo da
colonizagio microbiana, supostamente causada pela matriz do verniz, ndo interferiu
no desenvolvimento de carie no grupo controle negativo.

A agdo antimicrobiana do fllor sobre microrganismos cariogénicos ja foi
observada em estudos in vitro (Marquis, 1980, Belli ef al,, 1995). Os resultados de
menor infecgio microbiana por S. sobrinus e reducdo de carie verificados nesse
esiudo para ¢ grupo fratado com verniz TiF,4 fambém podem estar relacionados a
solubilidade do tetrafluoreto de titdnic em alcool (Haendler ef al, 1954), sua
reatividade com © esmalte dental e § capacidade da formar uma camada de TiO,
que permanece na superficie tratada mesmo apds longos periodos de desafio
cariogéniceo (Tveit ef al., 1985; Skartveit ef al, 1889, Buyukyiimaz ef al., 1997a).

E importante ressaltar que a interpretacdo dos resultados relacionados 4
formagéo de biofilme e carie para todos os grupos, deve ser realizada levando em
consideracd@o algumas caracteristicas do modeio utilizado como similaridade de
resposta guando comparado a modelo de carie em humanos, predominancia de S.
sobrinus no biofilme e desafio cariogénico severo, devido & presenca de 56% de
sacarose na dista dos animais.

No estudo foi avaliado, alem do potencial de reducdo de carie, o provavel
potencial toxico causado nos tecidos orais pela aplicagdo do verniz de TiF,. Os
resultados da avaliagdo toxicoldgica mostraram que n&o houve alteracbes
morfoldgicas macro e microscopicas em nivel tecidual em nenhum dos grupos
experimentais e este estudo ndo possui similar na literatura. Sen ef af (1998)
estudando solugdo aquosa de TiF, a 1% verificou que esta formulagdo apresentou
citotoxicidade para cultura de fibroblasto, entrelanto este modelo ndo pode ser
comparado com o estudo atual devido a diferencas enire os estudes de

citotoxicidade in vitro e in vivo,



Conciusao

Conclui-se gue o verniz desenvolvido possul potencial anticarie mesmo apés um ano

de envelhecimento, sugerindo ser essa formulagdo promissora para uso clinico.
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CONSIDERACOES GERAIS

O efeilo do ietrafiuoreto de titdnio inibindo a desmineralizacfio do
esmalte dental [& € bem descrito na literatura (Mundorff et af, 1972
Buyukyllmaz ef al, 1994, 1995; Kasemi ef al, 1999; Hove st al, 2008,
Exterkate & ten Cate, 2007). Entretanto, como niio ha uma formulagiio estavel
que permita a utilizagéo do composto por periodos prolongados de tempo, o
objetivo desse trabalho foi desenvolver um verniz a base de tetrafluoreto de
titénio, mantendo a sua estabifidade guimica e verificando se nessa forma
farmacéutica quimicamente estdvel o composto apresentaria seu efeilo na
desmineralizacdo do esmalie dental,

A formulacdo farmacéutica escolhida para essa finalidade foi o verniz
odontologico, principalmente por ser a dnica formulagdo ulilizada na
odontologia que n&o é dependente de agua como solvente, mas alcool, no qual
o TiFs também & sollvel (Budavari, 1996) podendo assim ser desenvolvido
numa matriz resinosa compativel.

Varios estudos pilotos foram realizados até a formulagdo final ser
definida como um verniz de tetrafluoreto de 1itanio (2,26% de fluoreto) em uma
matriz resinosa composta por laca e colofdnia. Apds formulado, o verniz foi
submetido a teste de envelhecimento de longa duragdo (Brasil, 2005), no intuito
de avaliar a estabilidade quimica do composto ou de seus sub-produtos
{Capitulo 1). Esse teste simula uma condigdo de estocagem por pericdo
prolongado, o gue significa que o envelhecimento do produto por um ano
equivale a manutengéo do produto em estoque por 2 anos (Brasil, 2005).

Apesar da estabilidade quimica do composto ter sido verificada (Capitulo
1), ainda foi necessaria a avaliagdo da atividade contra desmineralizagéo
dental, a gual ja é conhecida na literatura para solugbes aguosas a base de
TiF4 (Skartveit et al, 1981; Buyukyilmaz ef @/, 1997a; Exierkate & ten Cate,
2007}, Sendo assim, foram realizados {esies de reatividade com o esmalle e
avaliagdo anticarie (Capitulos 1 e 2),

Nos testes de reatividade do verniz de TiFs com o esmalte (Capitulo 1)
observou-se que o filior ligado a apatita (fluorapatita) teve seus niveis mantidos
durante todo o periodo experimental, o que ndo ocorreu com o fluoreto de

calcio. Entretanto, a diminuicao nos niveis de fluoreto de calcic formado no
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esmalte (cerca de 30% apos 1 ano) ndo foi relevante biologicamente, pois ndo
interferiu na acdo anticarie do verniz de TiF4 conforme verificado no estudo de
modelo animal submetido a um grande desafio cariogénico (Capitulo 2).

Nao foram encontradas alteracfes nos nivels de fluoreto de caicio
formados na superficie do esmalte em amostras tratadas com solugédo aquosa
recém-preparada de tetrafluoreto de ftitdnio {ANEXO §). Desta forma, as
alteraches nos niveis de fluorsto de caicio causadas com o vermiz envelhecido
de TiF,4, embora sem consegii@éncia sobre o efeito anticarie, sdo resultantes do
nrocesso de envethecimento do produto formulado.

No estudo in vivo {Capitulo 2) verificou-se a atividade anticarie do verniz
TiF4 sendo gue seus resultados foram comparaveis aos do verniz de fluoreto
de sodio (Duraphat®, controle positive, ou padrio ouro), ndo sendo superior a
gste controle. Além disso, numa analise inicial para verificacdo do potencial de
toxicidade sobre os tecidos orais adjacentes as dreas tratadas com o produto
formutado ndo evidenciou, em nivel morfoldgico, aiteracdo tecidual,
demonsirando uma possivel compatibilidade biologica.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados conclui-se que;

1. Foi possivel desenvolver uma formulagdo quimicamente estavel de
um verniz a base de TiFy;

2- A atividade anticarie da formulagdo fot equivalente a do controle
positivo;

3- Os resultados de reducdo de carie em ratos sugerem que 0 vemniz
desenvolvido apresenta estabilidade para uso clinico.
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ANEXO 1

Deliberag@o CCPG para Defesa de Tese em Formato Alternativo
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ANEXO 1
Deliberago CCPG para Defesa de Tese em Formato Alternativo
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ANEXO 2

Declaragéo de Direitos Autorais
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ANEXO 3

Permisséo para utifizag8o de artigo como parte da tese
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ANEXGC 4

Certificado CEEA para estudo animal
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ANEXQO 5

Quantificagdo de produtos de reatividade formados no esmalte dental

Tabela 1 — Quantificagio de Fluoreto de caleio (ug Flom®) na Estrutura Dentaria (Média £ dp; n = 15)

Tempo (meses) Verniz TiF; Solucho TiF, Verniz Blanck
0 89,3+ 275" 16,8 £ 6,0° 0.1£0,4%
3 5454 14,3 235+ 127" 0,1£0,1°
6 51,2 £ 29,8° 211+92° 0,1£02°
¢ $9,3 £21,3% 237+97° 03£02°
te 48,0 % 27.4° 20,0 £ 13,07 0,6£0,2°

Tabela 2 — Quantificagio de Fluorapatita (ug F/g) na Estrutura Dentéria (Média £ dp; n = 15;

Tempo (meses)

Verniz TiF,

Solugae TiF,

Verniz Blanck

12

2477,5 £ 1044,0°
2484,8 £ 992,0°
2550,0 +1383,9°
2517,2 £928,0°

2121,0 x 10869,2°7

114562 + 312,07
1486,0 £ 1046,9°
15023 + 511,5°
1459.4 + 524,3°

11694 + 598,4°

330,3+177,8°
400,2 + 297,3°
382,9 £ 215,6°
473,8 £ 378,4°

343,3 £ 237,2°




ANEXO 6

Imobilizacao e tratamento dos animais para estudo animal
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ANEXO 7

Dentes Preparados Para Mensuragao de Indice de Cérie: a — superficie lisa, b-
sulco




ANEXO 8

Errata enviada a Revista Chemical and Pharmaceutical Bulletin
Erratum

Carolina Bezerra Cavalcanti NOBREGA, Fred Yukio FUJIWARA: Jaime
Aparecido CURY; Pedro Luiz ROSALEN: TiF, Varnish — A "*F NMR Stability
Study and Enamel Reactivity Evaluation. Chem Pharm Bull (Tokyo). 2008 Jan;
56(1):139-41

In the abstract, 15" line, and results, table 2, line 1, instead of pg F/mm? it
should be read pg F/cm?. In the abstract 16" line, and results, table 2, column
2, please change 69 + 21% to 69 + 21®®. Also in the abstract line 6 and
Experimental: Varnish preparation and aging, could modify 65 °C and 30% RH
by 30 °C and 65% RH.
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